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DESCRIPCION
Administracion intracelular
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional estadounidense n.° 61/548.013, presentada el 17 de
octubre de 2011, y la solicitud provisional estadounidense n.° 61/684.301, presentada el 17 de agosto de 2012.

Declaracion en cuanto a investigacion con financiacién federal

Esta invencion se realizé al menos en parte con apoyo del gobierno de acuerdo con la subvencién 5 RC1
EB011187-02, concedida por el Instituto Nacional de la Salud. El gobierno tiene determinados derechos en esta
invencion.

Antecedentes

Muchas empresas farmacéuticas se centran en gran medida en el desarrollo de farmacos de molécula pequena.
Estos farmacos se denominan asi debido a su tamafio relativamente pequefio que les permite difundirse libremente
a través de todo el organismo para alcanzar su diana. Estas moléculas también son capaces de deslizarse, en gran
parte sin dificultades, a través de la membrana celular por lo demas impermeable. Sin embargo, la nueva generacion
de terapias basadas en proteinas, ADN o ARN, no pueden atravesar faciimente la membrana celular y por tanto
requieren modificacién celular para facilitar la administracion. Métodos establecidos usan productos quimicos o
pulsos eléctricos para romper la membrana y administrar el material en el citoplasma. La administracion intracelular
apropiada es una etapa critica en la investigacion, el desarrollo y la implementacion de la nueva generacion de
productos terapéuticos.

Los métodos existentes son con frecuencia dificiles de desarrollar y altamente especificos para su aplicacion
particular. Ademas, muchos tipos de células clinicamente importantes, tales como células madre y células
inmunitarias, no se abordan de manera apropiada por los métodos existentes. Por tanto, existe una necesidad de
una técnica mas robusta y precisa capaz de abordar las necesidades de la investigacion biolégica/médica moderna.

Como ejemplo de los métodos ya conocidos y sistemas respectivos, el documento US 2009/280518 A1 describe un
sistema para medir una propiedad mecanica de una célula, en el que se mide una elasticidad de la célula
observando como reacciona una célula frente a la compresion y deformacion usando sensores, y, en mas detalle, en
el que en primer lugar se mide una resistividad eléctrica de la célula mediante un par de electrodos, se hace pasar a
través de una caracteristica de deformacion de célula, y después se mide de nuevo la resistividad eléctrica de la
célula mediante un segundo par de electrodos. Como ejemplo adicional, el articulo “Shear-Induced Intracellular
Loading of Cells With Molecules by Controlled Microfluidics” de Daniel M. Hallow et al., BIOTECHNOLOGY and
BIOENGINEERING, WILEY & SONS, HOBOKEN, NJ, EE.UU., 2008, 99 (4), pags. 846-854, describe un estudio
para someter a prueba la hipétesis de que un flujo controlado a través de microcanales puede provocar la carga
intracelular inducida por cizalladura de células con moléculas, en el que, en particular, se expusieron células de
cancer de prostata DU145 a tensiéon de cizalladura de fluido en presencia de moléculas que penetran en células
fluorescentes usando un dispositivo de cizalladura de cono y placa o flujo a alta velocidad a través de microcanal, en
el que, usando una bomba de jeringa, se hicieron fluir suspensiones celulares a través de microcanales con un
diametro de 50-300 micrometros. Sin embargo, todavia existe la necesidad de una técnica mas robusta y precisa
capaz de abordar las necesidades de la investigacion bioldgica/médica moderna.

Sumario

La invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de que una lesion controlada, por ejemplo, sometiendo una
célula a un estrechamiento, un estiramiento rapido, una compresién rapida o un pulso de alta tasa de cizalladura,
conduce a la captacion de moléculas en el interior del citoplasma celular a partir del medio celular circundante. El
objetivo de la presente invencion se logra con un sistema microfluidico para provocar perturbaciones en una
membrana celular de una célula para administrar una carga util de manera intracelular segun la reivindicacion 1, un
método para administrar una carga util en una célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 10, 20 6 26, y un
sistema microfluidico para su uso con una célula suspendida en una disolucién y para provocar perturbaciones en
una membrana de la célula segun la reivindicacion 30. Por tanto, la invencion presenta una plataforma microfluidica
libre de vectores para la administracion intracelular directa al citosol de materiales, por ejemplo, un compuesto o una
composicion, a una célula eucariota. El dispositivo es Util como herramienta de laboratorio versatil y ampliamente
aplicable para administrar moléculas deseadas en células diana. La administracién de moléculas en la célula usando
los métodos descritos en el presente documento es proporcional, por ejemplo, linealmente o de manera monotonica,
a la velocidad de célula a través de un estrechamiento y/o la presion. Por ejemplo, 50 pl de suspension celular pasan
a través del dispositivo en unos pocos segundos. El rendimiento oscila entre 1 célula/segundo por canal (o incluso
menos) y mas de 1.000 células/segundo por canal. Las velocidades de célula tipicas a través del estrechamiento
incluyen de 10 mm/segundo a 500 mm/segundo, aunque las velocidades de célula pueden ser de hasta 10 m/s (o
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incluso superiores). Pueden colocarse canales adicionales en paralelo para aumentar el rendimiento global del
sistema.

La captaciéon de molécula se basa en difusion en vez de endocitosis, es decir, la carga util (compuesto(s) que va(n) a
administrarse a la célula) esta presente en el citoplasma en vez de en endosomas tras el paso a través del
dispositivo. Poca o ninguna carga util aparece en endosomas tras el tratamiento celular. Por ejemplo, las moléculas
grandes se captan mas lentamente que las moléculas mas pequefias. El estiramiento celular controlado y la
velocidad de movimiento de las células a través del estrechamiento conducen a una administracion superior de
moléculas diana al tiempo que se conserva la viabilidad e integridad de las células. Tras el tratamiento, la viabilidad
celular es de entre el 70-100%, por ejemplo, la viabilidad tipica es del 90% tras el tratamiento. En comparacion, se
ha mostrado que métodos de administracion previos que usan altas tasas de cizalladura solas durante segundos o
milisegundos conducen a una escasa viabilidad de células tras el tratamiento. A diferencia de técnicas anteriores, los
métodos de la invencidn someten las células a un pulso de cizalladura que oscila desde 100-1000 Pa durante un
periodo de tiempo muy corto (aproximadamente 100 microsegundos) a medida que la célula pasa a través del
estrechamiento. Sin embargo, las presentes técnicas son fundamentalmente diferentes de técnicas anteriores. En
las presentes técnicas, hay preferiblemente una deformacién mecanica completa de la célula a medida que pasa a
través del estrechamiento, que puede imponer fuerzas de cizalladura diferentes de las técnicas anteriores. En
realizaciones preferidas, las células no se someten a una corriente eléctrica. En otras realizaciones, se usa un
tratamiento de combinacion, por ejemplo, deformacién mecanica usando el dispositivo descrito en el presente
documento seguida por, o precedida por, electroporacion (un tipo de transfeccion osmética en la que se usa una
corriente eléctrica para producir orificios temporales en membranas celulares, permitiendo la entrada de acidos
nucleicos o macromoléculas).

Una carga Uutil es un compuesto o una composicion que va a administrarse en una célula. Por ejemplo, una carga util
puede incluir proteinas, colorantes fluorescentes, puntos cuanticos, nanotubos de carbono, moléculas de ARN,
moléculas de ADN, antigenos y otras macromoléculas, nanoparticulas y composiciones de materia.

La anchura del estrechamiento del dispositivo, la longitud de la porcidon estrechada, la geometria de la regién de
entrada y la profundidad de canal del dispositivo influyen sobre la administracion de moléculas en la célula.
Preferiblemente, la anchura de la porcion estrechada del conducto es de no menos de 4 um de diametro, y la
longitud de la porcién estrechada del conducto es preferiblemente de entre 40-50 um. Generalmente, la longitud de
la porcién estrechada no supera 90 um. El diametro de la porcién estrechada esta relacionado con el tipo de célula
que va a tratarse. Tal como se describe a continuacion, el diametro es menor que el diametro de la célula (por
ejemplo, el 20-99% del diametro de la célula). Muchas células tienen entre 5-15 um de diametro, por ejemplo las
células dendriticas tienen 7-8 um de diametro. Por ejemplo, el diametro de la porcidon de estrechamiento es de 4,5, 5,
5,5, 6 6 6,5 um para el procesamiento de células individuales. En otro ejemplo, el tamafio/diametro de la porcion
estrechada para el procesamiento de un évulo humano es de entre 6,2 um y 8,4 um, aunque son posibles
estrechamientos mas grandes y mas pequefios (el diametro de un évulo humano es de aproximadamente 12 pum).
En aun otro ejemplo, se procesan embriones (por ejemplo, agrupaciones de 2-3 células) usando un diametro de
estrechamiento de entre 12 ym y 17 pm.

El dispositivo y los métodos son utiles en el desarrollo y la produccién de vacunas usando células presentadoras de
antigeno profesionales tales como células dendriticas. Por ejemplo, se lleva a cabo un método de estimulacion de
presentacion de antigeno sometiendo una célula dendritica a una lesion controlada tal como estrechamiento
transitorio o pulso de alta cizalladura y poniendo en contacto la célula dendritica con una disolucién que comprende
un antigeno diana. El método proporciona células presentadoras de antigeno altamente activadas en comparacion
con métodos de estimulacion anteriores. La produccion de vacunas se lleva a cabo propulsando células dendriticas
u otras células presentadoras de antigeno a través del dispositivo que contiene estrechamiento (sometiendo asi a
las células a un acontecimiento de estiramiento rapido) y después incubando las células en una disolucién que
contiene la carga Uutil, por ejemplo, antigeno. Se bafian las células en un medio de cultivo celular que contiene uno o
mas antigenos tras la deformacion rapida de las células, pero las células pueden ponerse en contacto con el
antigeno antes, durante y/o después del acontecimiento/procedimiento de deformacion rapida.

Opcionalmente se usan tensioactivos (por ejemplo, al 0,1 - 10% p/p) (por ejemplo, poloxamero, suero de origen
animal, proteina albdamina) en el tampon de flujo. La administracion de moléculas en células no se ve afectada por la
presencia de tensioactivos; sin embargo, opcionalmente se usan tensioactivos para reducir la obstruccion del
dispositivo durante el funcionamiento.

El dispositivo se fabrica de silicio, metal (por ejemplo, acero inoxidable), plastico (por ejemplo, poliestireno),
ceramicas o cualquier otro material adecuado para grabar quimicamente caracteristicas a escala micrométrica e
incluye uno o mas canales o conductos a través de los cuales pasan células. El silicio es particularmente muy
adecuado, porque hay métodos de formacion de micropatrones bien establecidos con este material, por tanto es
mas facil fabricar nuevos dispositivos, cambiar disefios, etc. Adicionalmente, la rigidez del silicio puede proporcionar
ventajas con respecto a sustratos mas flexibles tales como polidimetilsilioxano (PDMS), por ejemplo, tasas de
administracion superiores. Por ejemplo, el dispositivo incluye 2, 10, 20, 25, 45, 50 75, 100 o mas canales. El
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dispositivo se produce por microfabricacion grabando quimicamente el silicio. Las células se mueven, por ejemplo,
se empujan, a través de los canales o conductos mediante aplicacion de presion. Un impulsor de células puede
aplicar la presion. Un impulsor de células puede incluir, por ejemplo, una bomba de presion, un cilindro de gas, un
compresor, una bomba de vacio, una jeringa, una bomba de jeringa, una bomba peristaltica, una jeringa manual,
una pipeta, un piston, un accionador capilar y la gravedad. Como alternativa a los canales, las células pueden
hacerse pasar a través de un estrechamiento en forma de una red o placas colocadas cerca. En cualquier caso, la
anchura del estrechamiento a través del cual atraviesan las células es del 20-99% de la anchura o el diametro de la
célula que va a tratarse en su estado natural, es decir, sin someter a tensiéon. La temperatura puede afectar a la
captacion de composiciones y afectar a la viabilidad. Los métodos se llevan a cabo a temperatura ambiente (por
ejemplo, 20°C), temperatura fisiologica (por ejemplo, 39°C), temperatura superior a la fisiolégica o temperatura
reducida (por ejemplo, 4°C), o temperaturas entre estas temperaturas a modo de ejemplo.

Tras la lesion controlada de la célula mediante estrechamiento, estiramiento y/o un pulso de alta tasa de cizalladura,
se incuban las células en una disolucién de administracién que contiene el compuesto o la molécula que se desea
introducir en la célula. La lesién controlada puede caracterizarse como un defecto pequefio, por ejemplo, de 200 nm
de diametro, en la membrana celular. El periodo de recuperacion para las células es del orden de unos pocos
minutos para cerrar la lesiéon provocada pasando a través del estrechamiento. El periodo de administracion
comprende 1-10 minutos o mas, por ejemplo, 15, 20, 30, 60 minutos o mas, siendo 2-5 minutos 6ptimo cuando se
trabaja a temperatura ambiente. Periodos de tiempo de incubacion mas prolongados en la disolucion de
administracion no proporcionan necesariamente una captacion aumentada. Por ejemplo, los datos indicaron que tras
5 minutos, se capta poco o nada de material adicional por las células.

Por tanto, la invencién proporciona una solucién a problemas que han durado mucho tiempo en el campo de la
administracion de farmacos a células y a inconvenientes asociados con métodos anteriores.

Con respecto a la administracién de material a una célula eucariota, las células pueden clasificarse en dos
categorias principales:

1) Células de administracion facil (ETD): la mayoria de los métodos virales y quimicos disponibles se encuentran en
esta categoria. Con frecuencia las células de administracion facil no tienen ninguna relevancia clinica directa.

2) Células de administracion dificil (DTD): alta relevancia clinica. Los avances en la tecnologia de administracion
pueden permitir/acelerar en gran medida el desarrollo de nuevas terapias. Esta categoria incluye células madre,
células primarias y células inmunitarias. Se espera que el mercado para la administracion de DTD crezca
drasticamente a medida que nuevos productos terapéuticos basados en ARN, células madres y proteinas ganen
impulso en los préximos afios.

Las técnicas descritas en el presente documento han demostrado ser especialmente Utiles para las areas de
investigacion de DTD, aunque las mismas técnicas pueden usarse con células ETD. Ademas, se ha facilitado la
administracion de materiales (tales como puntos cuanticos, nanotubos de carbono y anticuerpos) que no pueden
administrarse eficazmente mediante ningun otro método a células ni ETD ni DTD.

En general, en un aspecto, la presente invenciéon proporciona un sistema microfluidico que tiene las caracteristicas
segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 30.

Implementaciones de la invencidon también pueden proporcionar una o mas de las siguientes caracteristicas. Una
seccion transversal del canal se selecciona del grupo que consiste en circular, eliptica, una hendidura alargada,
cuadrada, hexagonal y triangular. El estrechamiento incluye una porcién de entrada, un punto central y una porcion
de salida. La porcion de entrada define un angulo de estrechamiento, en el que el angulo de estrechamiento esta
optimizado para reducir la obstruccion del canal. El sistema microfluidico incluye ademas una pluralidad de los
canales microfluidicos dispuestos en paralelo, por ejemplo, 2, 5, 10, 20, 40, 45, 50, 75, 100, 500, 1.000 o0 mas.

En general, en otro aspecto, la presente invencion también proporciona un método que tiene las caracteristicas
segun la reivindicacion 10.

Implementaciones de la invencidon también pueden proporcionar una o mas de las siguientes caracteristicas. Una
seccion transversal del canal microfluidico se selecciona del grupo que consiste en circular, eliptica, una hendidura
alargada, cuadrada, hexagonal y triangular. Hacer pasar la disolucion incluye hacer pasar la disolucion a través de
una porciéon de entrada, un punto central y una porciéon de salida del estrechamiento. El método puede incluir
ademas reducir la obstruccién del canal microfluidico ajustando un angulo de estrechamiento de la porcion de
entrada. La solucion incluye hacer pasar la disolucién a través de una pluralidad de canales microfluidicos
dispuestos en paralelo.

En general, en todavia otro aspecto, la presente invencién también proporciona un método que tiene las
caracteristicas segun la reivindicacion 20.
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Implementaciones de la invencion también pueden proporcionar una o mas de las siguientes caracteristicas. Una
seccion transversal del canal microfluidico se selecciona del grupo que consiste en circular, eliptica, una hendidura
alargada, cuadrada, hexagonal y triangular. Hacer pasar la disolucion incluye hacer pasar la disolucion a través de
una porcion de entrada, un punto central y una porcidon de salida del estrechamiento. El método incluye ademas
reducir la obstruccion del canal microfluidico ajustando un angulo de estrechamiento de la porcion de entrada. Hacer
pasar la disolucion incluye hacer pasar la disolucion a través de una pluralidad de canales microfluidicos dispuestos
en uno de en serie y en paralelo. Incubar incluye incubar la célula durante de 0,0001 segundos a 20 minutos (o
incluso mas). La presion es una de cizalladura y compresion.

En general, en aun otro aspecto, la presente invencion también proporciona un método que tiene las caracteristicas
segun la reivindicacion 26.

Implementaciones de la invencién también pueden proporcionar una o mas de las siguientes caracteristicas.
Deformar la célula incluye deformar la célula durante de 1 us a 10 ms, por ejemplo, 10 us, 50 ps, 100 ps, 500 ps y
750 ps. La incubacion se produce durante de 0,0001 segundos a 20 minutos, por ejemplo, 1 segundo, 30 segundos,
90 segundos, 270 segundos y 900 segundos.

Diversas implementaciones de la invencion pueden proporcionar una o mas de las siguientes capacidades. Puede
lograrse una mayor precision y capacidad de ajuste a escala de la administracion en comparacion con técnicas
anteriores. La administracion de un material a una célula puede automatizarse. Puede implantarse material tal como
proteinas, ARN, ARNip, péptidos, ADN y colorante impermeable en el interior de una célula, tal como células madre
embrionarias o células madre pluripotentes inducidas (iPSC), células primarias o lineas celulares inmortalizadas. El
dispositivo y los métodos pueden aplicarse a cualquier tipo de célula, y el tamafio de la porcion estrechada se ajusta
a medida para la célula que va a tratarse. Los dispositivos y métodos pueden proporcionar ventajas significativas.
Por ejemplo, puede reducirse el ruido experimental en sistemas actuales en comparacion con técnicas anteriores.
Las cantidades de administracion de un material pueden ser sistematicas a lo largo de la poblacién celular. Pueden
manipularse células individualmente en vez de manipularse en lote. La invencion también ha demostrado una
oportunidad bastante Unica de administrar una variedad de nanoparticulas y proteinas al citosol. Los métodos
existentes son bastante poco fiables o ineficaces en la realizacién de tales funciones.

Con respecto a la administracion de cargas utiles sensibles, por ejemplo, se administran de manera fiable proteinas
(especialmente proteinas grandes, por ejemplo, de mas de 30, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 kDa o mas), puntos
cuanticos u otras cargas utiles que son sensibles a, o se ven dafiadas por, exposicion a electricidad, en células al
tiempo que se conserva la integridad y actividad de la carga Uutil sensible. Por tanto, el dispositivo y los métodos
tienen ventajas significativas con respecto a técnicas existentes tales como electroporacion, que somete
composiciones de carga util a electricidad (dafiando de ese modo la carga util) y conduce a una baja viabilidad
celular (por ejemplo, 505 o mas de las células mueren normalmente tras la electroporacion). Otra ventaja del método
de estiramiento/deformacioén rapido es que las células madre o precursoras se vuelven receptivas a la captacion de
carga util sin alterar el estado de diferenciacion o la actividad de la célula tratada. Ademas de la administracion de
composiciones en el citoplasma celular con propdsitos terapéuticos, por ejemplo, la producciéon de vacunas, el
método se usa para introducir moléculas, por ejemplo, moléculas grandes que comprenden un marcador detectable,
para marcar estructuras intracelulares tales como organulos o para marcar constituyentes intracelulares con
propésitos de diagndstico u obtencion de imagenes.

Diversas implementaciones de la invencion también pueden proporcionar una o mas de las siguientes capacidades.
Puede administrarse ADN en células de dosis para administrar tales como células madre, primarias, inmunitarias.
Puede lograrse la administracion de plasmidos muy grandes (incluso cromosomas enteros). También puede lograrse
facilmente la administracion cuantitativa en células de una cantidad conocida de un constructo génico para estudiar
el nivel de expresion de un gen de interés y su sensibilidad a la concentracion. Puede lograrse la administracion de
cantidades conocidas de secuencias de ADN junto con una cantidad conocida de enzimas que potencian la
recombinacién de ADN con el fin de lograr una administracion, una recombinacion homdloga y una mutagénesis
dirigida al sitio estables mas faciles/eficientes. Los métodos y dispositivos descritos en el presente documento
también pueden ser utiles para la administracion cuantitativa de ARN para estudios de ARN mas
eficientes/concluyentes. También se logra facilmente la administracién de ARN de interferencia pequefio (ARNip) en
el citoplasma de una célula.

Diversas implementaciones de la invencion también pueden proporcionar una o mas de las siguientes capacidades.
Puede administrarse ARN en una célula para el silenciamiento de ARN sin necesidad de liposomas. Pueden
administrarse cantidades conocidas de moléculas de ARN junto con cantidades conocidas de moléculas Dicer para
lograr ARN normalizado, eficiente, a lo largo de multiples lineas celulares en diferentes condiciones. También puede
administrarse  ARNm en células para estudiar aspectos de regulaciones de la expresion génica a nivel
postranscripcional. Pueden ser posibles cantidades conocidas de marcador de ARN para estudiar la semivida de
ARN vy células. Puede lograrse una administracion de proteina universal. Pueden administrarse cantidades
conocidas de proteinas marcadoras para estudiar su semivida en células. Puede lograrse la administracion de
proteinas marcadoras para estudiar la ubicacién de proteinas. Pueden administrarse cantidades conocidas de
proteinas etiquetadas para estudiar interacciones proteina-proteina en el entorno celular. Puede lograrse la
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administracion de anticuerpos marcados en células vivas para inmunotinciéon e inmunotransferencia de tipo Western
basada en fluorescencia.

Diversas implementaciones de la invencion también pueden proporcionar una o mas de las siguientes capacidades
clinicas y de investigacion. Puede lograrse la administracion cuantitativa de farmacos a modelos celulares para
estudios de examen y dosificacion mejorados. El método puede desplegarse como un método de alto rendimiento de
examen de actividad de proteinas en el citosol para ayudar a identificar productos terapéuticos de proteinas o
entender mecanismos de enfermedad. Tales aplicaciones se encuentran en la actualidad gravemente limitadas por
los métodos de administracion de proteinas actuales debido a sus ineficacias. Los dispositivos y las técnicas son
Utiles para la administracion intracelular de farmacos a un subconjunto especifico de células sanguineas circulantes
(por ejemplo, linfocitos), administracion de alto rendimiento de azlcares en células para mejorar la crioconservacion
de células, especialmente ovocitos, diferenciacion celular dirigida mediante introduccion de proteinas, ARNm, ADN
y/o factores de crecimiento, administracion de material genético o proteico para inducir reprogramacion celular para
producir células iPS, administracién de ADN y/o enzimas de recombinacion en células madre embrionarias para el
desarrollo de lineas de células madre transgénicas, administracion de ADN y/o enzimas de recombinacion en
cigotos para el desarrollo de organismos transgénicos, activacion de células DC, generacién de iPSC y
diferenciacion de células madre, administracién de nanoparticulas para diagnostico y/o estudios mecanisticos asi
como introduccion de puntos cuanticos. También se modifican células de la piel usadas en relacion con cirugia
plastica usando los dispositivos y el método descritos en el presente documento.

Un método de estimulacion de la presentacion de antigenos usando el método para administrar moléculas de
antigeno y/o estimulantes del sistema inmunitario proporciona células presentadoras de antigeno, por ejemplo,
células dendriticas, con niveles mejorados de actividad en comparacion con métodos convencionales de
estimulacion, conduciendo asi a niveles aumentados de inmunidad mediada por células T y B frente a un antigeno
diana. Por tanto, un método de este tipo puede emplearse como medio de activaciéon del sistema inmunitario en
respuesta a cancer o infecciones.

Para fines de examen, obtencion de imagenes y diagndstico, el dispositivo puede usarse en un método de marcaje
de células. Un método de marcaje de una célula se lleva a cabo sometiendo una célula a una lesion controlada y
poniendo en contacto la célula con una disolucién que comprende un marcador detectable, en el que dicha lesién
comprende un pulso de alta cizalladura o estrechamiento transitorio. EI marcador detectable comprende una
molécula fluorescente, un radionuclido, puntos cuanticos, nanoparticulas de oro o perlas magnéticas.

Antes de la invencion, la manipulacion de células madre con el propdsito de introducir composiciones exdgenas ha
sido dificil. El dispositivo y los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo, el paso de células madre o
células progenitoras tales como células madre pluripotentes inducidas (iPSC) a través de un canal de
estrechamiento no induce diferenciacion, pero si induce de manera fiable la captacién de composiciones en la
célula. Por ejemplo, se introducen factores de diferenciacion en tales células. Tras la captacion de factores
introducidos, las células proceden en una ruta de diferenciacion dictada por el factor introducido sin complicaciones
asociadas con el método mediante el cual se introdujo/introdujeron el/los factor(es) en la célula.

Ademas de células individuales, se tratan incluso células muy grandes, por ejemplo, 6vulos; de aproximadamente
200 um de diametro, agrupaciones de células, por ejemplo, agrupaciones de 2-5 células tales como un embridon que
comprende 2-3 células, para captar composiciones diana. El tamafio de la abertura se ajusta en consecuencia, es
decir, de tal manera que la anchura del estrechamiento esta justo por debajo del tamafio de la agrupacion. Por
ejemplo, la anchura del canal es del 20-99% de la anchura de la agrupacion de células.

Se purifican/aislan células o agrupaciones de células o se enriquecen para el tipo de célula deseado. Se purifican o
enriquecen células dendriticas u otras células, por ejemplo, células inmunitarias tales como macréfagos, células B,
células T, o células madre tales como células madre embrionarias o iPS, usadas en los métodos. Por ejemplo, se
aislan o se enriquecen células gracias a la expresion de sus marcadores de superficie celular u otras caracteristicas
identificativas. Se identifican y aislan células dendriticas gracias a su expresion de la integrina 0, CD11c u otros
marcadores de superficie celular identificativos. Con respecto a células, el término “aislada” significa que la célula
esta sustancialmente libre de otros tipos de células o material celular con el que se produce de manera natural. Por
ejemplo, una muestra de células de un fenotipo o tipo de tejido particular es “sustancialmente pura” cuando es al
menos el 60% de la poblacion celular. Preferiblemente, la preparacion es al menos el 75%, mas preferiblemente al
menos el 90% y lo mas preferiblemente al menos el 99% o el 100%, de la poblacion celular. La pureza se mide
mediante cualquier método convencional apropiado, por ejemplo, mediante clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS).

Se purifican y/o aislan composiciones de carga util tales como polinucledtidos, polipéptidos u otros agentes.
Especificamente, tal como se usa en el presente documento, una molécula de acido nucleico, polinucleétido,
polipéptido o proteina “aislada” o “purificada” esta sustancialmente libre de otro material celular, o medio de cultivo
cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se
sintetiza quimicamente. Los compuestos purificados son al menos el 60% en peso (peso seco) el compuesto de
interés. Preferiblemente, la preparacién es al menos el 75%, mas preferiblemente al menos el 90% y lo mas
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preferiblemente al menos el 99%, en peso el compuesto de interés. Por ejemplo, un compuesto purificado es uno
que es al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 98%, el 99% o el 100% (p/p) del compuesto
deseado en peso. La pureza se mide mediante cualquier método convencional apropiado, por ejemplo, mediante
analisis por cromatografia en columna, cromatografia en capa fina o cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC). Un polinucleétido purificado o aislado (acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN)) esta
libre de los genes o las secuencias que lo flanquean en su estado que se produce de manera natural. Los ejemplos
de una molécula de acido nucleico aislada o purificada incluyen: (a) un ADN que forma parte de una molécula de
ADN gendmico que se produce de manera natural, pero que no esta flanqueado por ambas de las secuencias de
acido nucleico que flanquean esa parte de la molécula en el genoma del organismo en el que se produce de manera
natural; (b) un acido nucleico incorporado en un vector o en el ADN genémico de un procariota o eucariota de una
manera tal que al molécula resultante no es idéntica a ningiin ADN gendmico o vector que se produce de manera
natural; (c) una molécula separada tal como un ADNc, un fragmento gendémico, un fragmento producido mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o un fragmento de restriccion; y (d) una secuencia de nucleétidos
recombinante que forma parte de un gen hibrido, es decir, un gen que codifica para una proteina de fusion. Las
moléculas de acido nucleico aisladas segun la presente invencion incluyen ademas moléculas producidas de
manera sintética, asi como cualquier acido nucleico que se ha alterado quimicamente y/o que tiene estructuras
principales modificadas.

Una disolucion en suspension es cualquier tampén o disolucion compatible con células o fisioldgica. Por ejemplo,
una disolucién en suspension es medios de cultivo celular o solucion salina tamponada con fosfato. Una carga util es
la misma disolucion en suspensién o una diferente que también contiene la composiciéon destinada a administrarse al
interior de la célula.

Las ventajas del dispositivo incluyen evitar la modificacion de la carga util deseada, y no exponer necesariamente la
carga util a ningun campo electromagnético u otra forma de tensién. Con respecto a la electroporacion, se ha
mostrado que este método dafa proteinas y es ineficaz en cuanto a la administracion. Este inconveniente
significativo no es un problema con el método descrito en el presente documento; el presente método es
particularmente adecuado para administrar cargas utiles sensibles, por ejemplo, proteinas, particularmente proteinas
grandes (por ejemplo, 40 kDa - 70 kDa, y hasta 120, 130, 150, 200 kDa o mas), constructos de acido nucleico
grandes (por ejemplo, plasmidos y otros constructos que contienen 1 kb, 2 kb, 5 kb, 0 mas de polimeros de acido
nucleico y hasta cromosomas completos), compuestos grandes, asi como puntos cuanticos (por ejemplo, 12 nm de
diametro) y otros materiales que se sabe que son sensibles y se dafian facilmente tras la exposicion a electricidad.
Por ejemplo, los ligandos de superficie sobre una nanoparticula o un punto cuantico pueden dafarse o cargarse en
respuesta a un campo eléctrico, dando como resultado de ese modo la agregacion de las particulas
limitando/eliminando asi su funcionalidad. Aun otra ventaja del método de lesion controlada es el tiempo de la puesta
en contacto de las células con la composicién de administracién. De manera particularmente relevante para
proteinas que son sensibles a proteasas, a la temperatura, asi como a la electricidad, se ponen en contacto células
con disolucion de carga util tras el tratamiento y durante un periodo de tiempo relativamente corto en comparacion
con métodos anteriores. La naturaleza microfluidica del dispositivo también requiere volimenes de trabajo mas
pequerios, ahorrando de ese modo materias primas y/o células valiosas. El dispositivo también puede acoplarse con
métodos de administracion existentes tales como electroporacion o liposomas para producir una administracion
potenciada en gran medida con respecto a cada método de manera individual.

La actividad funcional de la carga util administrada esta inversamente correlacionada con la tensiéon de cizalladura
del fluido, es decir, la tensién fisica en la membrana celular tal como estiramiento de la membrana celular, que
media en la captacion de carga util en vez de la cizalladura. Los métodos de administracion de nanoparticulas
convencionales pueden dar como resultado que cantidades mas grandes de material logren acceso al entorno
intracelular de la célula; sin embargo, esos métodos conducen a menos actividad del material administrado en
comparacion con los métodos descritos en el presente documento debido al hecho de que los métodos anteriores
dan como resultado el secuestro del material administrado en endosomas. Los métodos descritos en el presente
documento conducen a la administracion directa al citosol de compuestos/composiciones de tal manera que una
cantidad menor de carga util administrada en la célula conduce a una cantidad mayor de actividad funcional de las
moléculas administradas debido a su accesibilidad a otros componentes citosélicos. Por ejemplo, los métodos
anteriores para administrar nanoparticulas han dado como resultado 2-10 veces la cantidad de material administrado
en la célula pero con poca o ninguna actividad funcional del material administrado debido al secuestro en
endosomas. Los dispositivos y métodos de la invencidon superan este inconveniente de métodos de administracion
intracelular previos evitando el compartimento endosémico.

Las ventajas y caracteristicas adicionales incluyen la escala temporal del tratamiento y las velocidades celulares que
son mucho mas rapidas que los enfoques anteriores. Ademas, otros métodos no aprietan las células tanto como los
presentes métodos, por ejemplo, tal como se determina mediante el tamafo (diametro) de la célula con respecto al
tamafio (diametro) del estrechamiento (como % del diametro de la célula). Esta deformacion o apriete rapido,
forzado, pero por debajo de la piel, conduce a resultados superiores en la captacion de carga util directa al citosol
por las células. La deformacion de la célula es repentina, es decir, se produce a lo largo de sustancialmente 1 us a
1 ms. En general, demasiada tension celular inducida por deformacion puede resultar letal para la célula, mientras
que, al mismo tiempo, demasiada poca tension no induce perturbaciones celulares. Por tanto, el presente objeto
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proporciona métodos y sistemas que provocan una tension suficiente como para inducir perturbaciones temporales,
pero no tanta tension como para que las perturbaciones sean permanentes y letales para la célula.

Cualquiera de los métodos descritos anteriormente se lleva a cabo in vitro, ex vivo o in vivo. Para aplicaciones in
vivo, el dispositivo puede implantarse en una luz vascular, por ejemplo, una endoproétesis en linea. Estas y otras
capacidades de la invencion, junto con la propia invencion, se entenderan mas completamente tras una revision de
las siguientes figuras, la descripcion detallada y las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A es un diagrama esquematico de un sistema microfluidico. Se exponen células al material de
administracion (carga Uutil) tras pasar a través del estrechamiento.

La figura 1B es un diagrama esquematico de un sistema microfluidico. Se exponen células al material de
administracion (carga Uutil) a lo largo de todo el procedimiento suspendiendo las células en una disolucién que incluye
el material de administracion (carga util) (por ejemplo, las células se exponen al material de administracion antes y
después de pasar a través del estrechamiento).

La figura 2A es un diagrama esquematico de una realizacion de un sistema microfluidico.

La figura 2B es un diagrama de ilustracion de un sistema microfluidico que representa profundidad, anchura y
longitud.

La figura 3 es un diagrama esquematico de un sistema microfluidico.

La figura 4 es un diagrama esquematico que muestra perturbaciones en una pared celular.
La figura 5 es una fotografia de un sistema microfluidico.

La figura 6 es una fotografia de un sistema microfluidico.

La figura 7 es una fotografia de un sistema microfluidico.

Las figuras 8A-8B son graficos que muestran resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de un sistema
microfluidico.

La figura 9 es un grafico que muestra resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de células que se procesaron
usando un sistema microfluidico.

La figura 10 es un grafico que muestra resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de células que se
procesaron usando un sistema microfluidico.

La figura 11 es un grafico que muestra resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de células que se
procesaron usando un sistema microfluidico.

La figura 12 es un diagrama esquematico de un sistema microfluidico.

La figura 13 es un grafico que muestra resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de células que se
procesaron usando un sistema microfluidico.

La figura 14 es un grafico que muestra resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de células que se
procesaron usando un sistema microfluidico.

La figura 15 es un grafico que muestra resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de células que se
procesaron usando un sistema microfluidico.

Las figuras 16A-16F son diagramas esquematicos a modo de ejemplo de sistemas microfluidicos.
La figura 17 es un diagrama de flujo referente a un método de uso de un sistema microfluidico.

Las figuras 18A-18B son graficos que muestran resultados a modo de ejemplo obtenidos a partir de células que se
procesaron usando un sistema microfluidico.

La figura 19 es una superposicion de imagenes de transmision y de fluorescencia confocal, seguidas por imagenes
de fluorescencia confocal en seccidn z de células tratadas a las que se administraron puntos cuanticos (QD) usando
el presente objeto.
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La figura 20A ilustra la eficiencia de administracion en el citosol de células Hela tras el tratamiento del presente
objeto con QD recubiertos con ligando de poli-imidazol (PIL). La viabilidad celular era >80% tal como se midié
mediante citometria de flujo.

La figura 20B ilustra la viabilidad de células Hela tras la administracion de QD535 solo mediante el presente objeto,
tal como se midié mediante tincién con yoduro de propidio y medicion por citometria de flujo.

La figura 21 ilustra el disefio de constructo, la absorbancia y la estabilidad en diversos medios.
La figura 22A ilustra imagenes de microscopia confocal de células vivas de células tratadas y de control.

La figura 22B ilustra un cambio en la intensidad de células tratadas en funcién del tiempo en los canales verde y
rojo.

La figura 23 ilustra mediciones de citometria de flujo de viabilidad y fluorescencia celular promedio.
La figura 24 ilustra la obtencion de imagenes por epifluorescencia de puntos cuanticos individuales sin agregar
dentro del citosol celular tras el tratamiento con dispositivo con una disolucién de puntos cuanticos 10 nM, y perfiles

de parpadeo de tres puntos cuanticos con autofluorescencia.

La figura 25 ilustra resultados experimentales que muestran que el rendimiento de la administracion depende de la
velocidad celular y el disefio del estrechamiento.

La figura 26 ilustra exploraciones de diferentes planos horizontales de una célula HelLa tras la administracion de
dextrano 3 kDa conjugado con azul pacifico, tal como se midié mediante microscopia confocal.

La figura 27 ilustra un modelo de difusion en 2D simplificado que simula la difusion pasiva de material en una célula
a través de una membrana sometida a poracion.

La figura 28 ilustra los resultados de una administracion en dos niveles de material.

La figura 29 ilustra datos referentes a la administracién de ARNip, proteinas y nanoparticulas.
La figura 30 ilustra la aplicabilidad del presente objeto a lo largo de tipos de células.

La figura 31 ilustra datos a partir de la administracion de nanomateriales y anticuerpos.

La figura 32 ilustra aplicaciones de administracion de proteinas.

La figura 33 es una tabla de tipos de células a modo de ejemplo, en las que se ha administrado satisfactoriamente
carga util.

La figura 34 es una ilustracion que representa un sistema en el que se trata la sangre de un paciente mediante un
dispositivo microfluidico para la administraciéon de carga util tal como macromoléculas.

La figura 35 ilustra la eficiencia de administracion y viabilidad de células madre embrionarias humanas tratadas con
un dispositivo de 10 um - 6 um para administrar carga util.

La figura 36 representa la generacion y caracterizacion de lineas de iPSC de raton y humanas mediante
administracion directa de proteinas de reprogramacion fusionadas usando el presente objeto.

La figura 37 representa resultados de reprogramacion de proteinas preliminares y representa la expresion del
marcador de células madre embrionarias humanas Oct4, SSEA-4, Tra-60, Tra-80, fosfatasa alcalina (AP) en
colonias de iPSC.

La figura 38 representa microfotografias que ilustran un dispositivo modificado mediante electrodos incorporados a
cada lado del estrechamiento mediante formacién de patrones por fotolitografia y deposicion de Au para introducir
un campo eléctrico localizado en el canal combinando asi la deformacién celular con electroporacion.

La figura 39 representa otra realizacion del sistema microfluidico en el que la porcion de entrada tiene un angulo de
estrechamiento de 90 grados.

La figura 40 representa representaciones graficas que muestran una comparacion de viabilidad y eficiencia de

administracion entre un dispositivo segun la realizacion de ejemplo representada en la figura 2A y un dispositivo
segun una realizacion de ejemplo representada en la figura 39.
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La figura 41 representa histogramas de la expresion de CD45 de células T activadas tal como se midié mediante un
anticuerpo Alexa 488 frente a CD45. Las células que se tratan mediante el dispositivo en presencia de ARN que
silencia CD45 muestran un pico de intensidad de fluorescencia inferior indicando de ese modo un silenciamiento de
la expresion génica de CD45.

La figura 42 es una ilustracién que representa varios campos de aplicacion de ejemplo tales como medicina
regenerativa; inmunologia; obtencion de imagenes y deteccion; y vacunas contra el cancer e investigacion contra el
cancer.

Las figuras 43A y 43B son histogramas de intensidad a partir de citometria de flujo de una poblacion de control que
se expone a dextrano de 3 kDa conjugado con azul cascada y una poblacion de células que se han sometido a un
dispositivo de 30 um - 6 um y después se han expuesto al dextrano de 3 kDa.

La figura 44 es un grafico de barras que ilustra el silenciamiento de GFP en células madre embrionarias humanas
tras el tratamiento usando el dispositivo microfluidico y métodos relacionados.

Las figuras 45A y 45B son dos representaciones graficas que ilustran la intensidad de colorante y viabilidad de
células madre embrionarias humanas tras la administracion de un colorante azul de 3 kDa.

Descripcion detallada

Realizaciones de la invencion proporcionan técnicas para aplicar deformaciéon controlada a una célula durante una
cantidad de tiempo predeterminada con el fin de provocar perturbaciones en la membrana celular de tal manera que
pueden administrarse materiales al interior de la célula. La deformacién puede provocarse, por ejemplo, mediante
presién inducida mediante esfuerzo mecanico o fuerzas de cizalladura. En un ejemplo, un sistema microfluidico
incluye una estructura que controla y/o manipula fluidos confinando geométricamente los fluidos en una escala
pequefia (por ejemplo, volimenes inferiores al mililitro tales como microlitros, nanolitros o picolitros). El sistema
microfluidico es capaz de administrar de manera intracelular practicamente cualquier carga util en una célula. El
sistema consiste en uno o mas canales microfluidicos con un estrechamiento a través del cual las células pasan a
través. Preferiblemente, las células fluyen a través del canal microfluidico suspendidas en un medio liquido que se
impulsa mediante presion a través del sistema. Cuando una célula pasa a través del estrechamiento, su membrana
se ve perturbada provocando alteraciones temporales en la membrana y dando como resultado la captacion de la
carga util que esta presente en los medios circundantes. El estrechamiento depende del tamafio de la célula diana,
pero preferiblemente es del mismo orden o menor que el didmetro celular. Pueden colocarse multiples
estrechamientos en paralelo y/o en serie. La perturbacion en la célula es una rotura en la célula que permite que
material del exterior de la célula se mueva en la célula (por ejemplo, un orificio, un rasgado, una cavidad, una
abertura, un poro, una rotura, un hueco, una perforacion). Las perturbaciones (por ejemplo, poros u orificios) creadas
mediante los métodos descritos en el presente documento no se forman como resultado de ensamblaje de
subunidades de proteina para formar una estructura de poro multimérica tal como la creada mediante complemento
o hemolisinas bacterianas. Otras realizaciones estan dentro del alcance de las reivindicaciones de la presente
invencion.

Haciendo referencia a las figuras 1-3, un sistema 5 microfluidico incluye un canal 10 que define una luz tubular. El
canal 10 microfluidico incluye un estrechamiento 15 que esta configurado preferiblemente de tal manera que sélo
una Unica célula 20 diana puede pasar a través del estrechamiento 15 cada vez. Preferiblemente, las células 20
pasan a través del canal 10 suspendidas en un tampén 25 de disolucién que también incluye materiales 30 de
administraciéon, aunque los materiales de administracion pueden afadirse al tampdn 25 de disolucion después de
que pasen las células 20 a través del estrechamiento 15. A medida que la célula 20 se aproxima y pasa a través del
estrechamiento 15, el estrechamiento 15 aplica presion (por ejemplo, compresion mecanica) a la célula 20,
apretando la célula 20 (por ejemplo, mostrada como célula 204). La presion aplicada a la célula por el
estrechamiento 15 provoca perturbaciones (por ejemplo, orificios mostrados en la figura 4) en la membrana celular
(por ejemplo, célula 20,). Una vez que la célula pasa a través del estrechamiento 15, la célula 20 comienza a captar
el material en el tampdn 25 de disolucion a través de los orificios, incluyendo el material 30 de administracion (por
ejemplo, célula 203). La membrana celular se recupera a lo largo del tiempo, y al menos una porcion del material 30
de administracion permanece preferiblemente atrapado dentro de la célula.

La configuracion del estrechamiento 15 puede personalizarse para controlar el estrechamiento de la célula 20,
controlando asi la presién aplicada a la célula 20. Preferiblemente, el estrechamiento 15 incluye una porcion 35 de
entrada, un punto 40 central y una porcidon 45 de salida. Por ejemplo, el/llos diametro(s) del estrechamiento 15
puede(n) hacerse variar para ajustar la presion aplicada a la célula (y con qué rapidez se aplica/libera esa presion), y
la longitud del estrechamiento 15 puede hacerse variar para ajustar la cantidad de tiempo durante el cual se aplica
presion a la célula. En determinadas configuraciones, no se requiere un estrechamiento fisico de la célula, en vez de
eso, someter de manera muy breve la célula a una tasa de cizalladura y/o tasa de compresion inusualmente alta
puede provocar las perturbaciones deseadas. Generalmente, no hay ningun requisito relacionado con el diametro
externo del sistema microfluidico y puede hacerse variar la razén del diametro interno con respecto al diametro
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externo (por ejemplo, mayor de 5).

El diametro del punto 40 central puede ser funcién del diametro de la célula 20. Preferiblemente, el punto 40 central
es del mismo orden, o menor, que el diametro de la célula 20 (por ejemplo, el 20-99% del diametro de la célula).
Preferiblemente, el diametro del punto 40 central es de entre el 60% y el 70% del diametro de la célula, aunque el
diametro del punto central 6ptimo puede variar basandose en la aplicacion y/o el tipo de célula. Los diametros a
modo de ejemplo del punto 40 central que se han usado en experimentos anteriores son de 5-6 um y 7-8 ym. El
punto 40 central también puede ser mas grande que el diametro de la célula 20, pero estar configurado para
provocar un pulso de presion (por ejemplo, cizalladura) que se aplica a la célula 20. Tal presion puede aplicarse a la
célula 20 sin que toque las paredes del canal 10. La cizalladura puede medirse mediante técnicas conocidas (por
ejemplo, Journal of Applied Physics 27, 1097 (1956); Murphey et al.).

El angulo de estrechamiento (por ejemplo, o en la figura 2A) de la porcion 35 de entrada puede variar (por ejemplo,
con qué rapidez disminuye el diametro). El angulo de estrechamiento es preferiblemente un angulo que minimiza la
obstruccion del sistema 5 mientras las células estan pasando a través del mismo. El angulo de la porcion 45 de
salida también puede variar. Por ejemplo, el angulo de la porcion 45 de salida esta configurado para reducir la
probabilidad de turbulencia/corrientes parasitas que pueden dar como resultado un flujo no laminar (por ejemplo, un
intervalo de desde 1-80 grados). Las paredes de la porcion 35 de entrada y/o la porcion 45 de salida son
preferiblemente lineales, aunque son posibles otras configuraciones (por ejemplo, las paredes pueden ser curvadas).

La seccion transversal del canal 10, la porcion 35 de entrada, el punto 40 central y la porcion 45 de salida pueden
variar. Por ejemplo, las diversas secciones transversales pueden ser circulares, elipticas, una hendidura alargada,
cuadradas, hexagonales, triangulares, etc. La longitud del punto 40 central también puede variar, y puede ajustarse
para hacer variar la cantidad de tiempo durante el cual se aplica presion a la célula 20 a medida que pasa a través
del estrechamiento 15. A una velocidad de flujo dada, un estrechamiento 15 mas largo (por ejemplo, un punto 40
central mas largo) aplicara presion a la célula 20 durante un periodo de tiempo mas prolongado. La profundidad del
canal 10, la porcién 35 de entrada, el punto 40 central y la porcién 45 de salida puede variar. Por ejemplo, la
profundidad puede ajustarse para proporcionar un estrechamiento mas estrecho y potenciar asi la administracion de
una manera similar a cambios en la anchura de estrechamiento. La anchura y longitud varian entre disefios de
dispositivo y pueden determinarse durante la fabricacion del dispositivo, tal como mediante una mascara cromatica
usada en una etapa de litografia (cuando el dispositivo se basa en silicio). La profundidad puede ser uniforme a lo
largo de todo el canal y puede determinarse durante la fabricacion del dispositivo, tal como mediante una etapa de
grabado quimico profundo por iones reactivos. La profundidad puede ser, por ejemplo, de 15 pym - 20 um. Tal como
se usa en el presente documento, las dimensiones del dispositivo se indican mediante una serie de nimeros que
indican la longitud, la anchura y el nimero de estrechamientos (por ejemplo, 30 um - 6 um x 5 indica un dispositivo
con una longitud de 30 um, una anchura de 6 um y 5 estrechamientos).

También puede hacerse variar la velocidad a la que las células 20 pasan a través del canal 10 para controlar la
administracion del material 30 de administracion a las células 20. Por ejemplo, ajustar la velocidad de las células 20
a través del canal 10 puede hacer variar la cantidad de tiempo durante el cual se aplica presion a las células, y
puede hacer variar con qué rapidez se aplica la presion a la célula (por ejemplo, lentamente o por choques). Las
células 20 pasan a través del sistema 5 a una velocidad de al menos 0,1 mm/s, tal como de 0,1 mm/s a 5 m/s, y
preferiblemente entre 10 mm/s y 500 mm/s, aunque son posibles otras velocidades. En algunas realizaciones, las
células 20 pueden pasar a través del sistema 5 a una velocidad mayor de 5 m/s.

El canal 10 puede fabricarse a partir de diversos materiales tales como silicio, vidrio, materiales ceramicos, sustratos
cristalinos, sustratos amorfos y polimeros (por ejemplo, poli(metacrilato de metilo) (PMMA), PDMS, copolimero de
olefina ciclica (COC), etc.). La fabricacion se basa preferiblemente en una sala limpia, y puede usar, por ejemplo,
grabado quimico en seco, grabado quimico en humedo, fotolitografia, moldeo por inyeccion, ablaciéon por laser,
mascaras de SU-8, etc. Un canal 10 a modo de ejemplo tiene aproximadamente 40-50 um de longitud, teniendo un
diametro sin estrechamiento de aproximadamente 50 pm, teniendo un diametro de estrechamiento de
aproximadamente 4-8 um. Preferiblemente, la longitud del canal 10 se mantiene corta para evitar obstrucciones.
Otras dimensiones son posibles.

La figura 39 representa otra realizacion del sistema microfluidico. En esta realizacion, el canal 10 incluye una porcion
50 de entrada preliminar que no aprieta la célula 20. Una porcién 55 de canal expandida proporciona que la porcién
35 de entrada tenga un angulo de estrechamiento de 90 grados (por ejemplo, alfa en la figura 2A).

La figura 40 muestra dos representaciones graficas que muestran una comparacion de viabilidad y eficiencia de
administracion entre dos realizaciones de ejemplo. La etiqueta 4000 indica medidas tomadas mientras se usaba una
realizacion segun la figura 2A, mientras que 4010 indica medidas tomadas mientras se usaba una realizacién segun
la figura 39. Para la misma velocidad celular y presion de funcionamiento, se ha mostrado que la realizacién de la
figura 39 tiene una alta eficiencia de administracion y viabilidad. Esto es, a pesar de tener tasas de cizalladura,
velocidad celular y tiempo pasado en compresion similares a la realizacion de la figura 2A.
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Varios parametros pueden influir en la administracion del material 30 de administracion en la célula 20. Por ejemplo,
las dimensiones del estrechamiento 15, las velocidades de flujo de funcionamiento (por ejemplo, el tiempo de
transito de células hasta el estrechamiento 15), la concentracion del material 30 de administracion en el tampon 25
de disolucién y la cantidad de tiempo durante el cual la célula 20 se recupera/incuba en el tampdn 25 de disolucion
tras el estrechamiento pueden afectar a la absorcién del material 30 de administracion en la célula 20. Los
parametros adicionales que influyen en la administracién del material 30 en la célula 20 pueden incluir la velocidad
de la célula 20 en el estrechamiento 15, la tasa de cizalladura en el estrechamiento 20, la componente de velocidad
que es perpendicular a la velocidad de flujo, una tasa de compresion de célula y el tiempo en el estrechamiento.
Tales parametros pueden disefiarse para controlar la administracion del material 30 de administracion. La
composicion del tampon 25 de disolucion (por ejemplo, concentracion de sal, contenido en suero, etc.) también
puede tener un impacto sobre la administracion del material 30 de administracion. A medida que la célula 20 pasa a
través del estrechamiento 15, la deformacién/tension inducida por el estrechamiento 15 provoca temporalmente la
lesién de la célula lo cual provoca la difusion pasiva de material a través de la perturbacién. En algunas
realizaciones, la célula 20 sdélo se deforma durante un breve periodo de tiempo, del orden de 100 us, para minimizar
la probabilidad de activar rutas apoptéticas mediante mecanismos de sefalizaciéon celular, aunque son posibles otras
duraciones (por ejemplo, que oscilan desde nanosegundos hasta horas). Observaciones iniciales han indicado que
la absorcién del material 30 de administracion por la célula 20 se produce en el orden de minutos tras pasar la célula
20 a través del estrechamiento 15.

Las células 20 pueden impulsarse a través del canal 10 mediante diversos métodos. Por ejemplo, puede aplicarse
presién mediante una bomba en el lado de entrada (por ejemplo, cilindro de gas o compresor), puede aplicarse un
vacio mediante una bomba de vacio en el lado de salida, accion capilar a través de un tubo y/o el sistema 5 puede
alimentarse por gravedad. También pueden usarse sistemas de flujo basados en desplazamiento (por ejemplo,
bomba de jeringa, bomba peristaltica, pipeta o jeringa manual, pistones, etc.). Las velocidades de flujo a modo de
ejemplo a través de un Unico canal 10 son del orden de 1 pl en unos pocos segundos. Adicionalmente, el tampén 25
de disolucion puede incluir uno o mas lubricantes (compuestos Pluronic u otros tensioactivos) que pueden disefiarse
para reducir o eliminar la obstruccion del canal 10 y mejorar la viabilidad.

El sistema 5 puede controlarse para garantizar que las cantidades de administracion del material 30 de
administracion sean constantes a lo largo de la poblacién celular. Por ejemplo, el sistema 5 puede incluir el uso de
un mecanismo de administracion por conveccion tras el estrechamiento que hace impactar material 30 de
administracion sobre la membrana celular permeabilizada de la célula 20. Controlando la velocidad de flujo de la
corriente secundaria, puede controlarse preferiblemente la cantidad de material 30 de administracién proporcionada
a la célula. Adicionalmente, controlando la concentraciéon de material 30 de administracion en el tampén 25 de
disolucion durante la recuperacion de la membrana también puede mejorar la sistematicidad de la administracion del
material 30 de administracion a la poblacion de células. Preferiblemente, el sistema 5 funciona como un sistema
puramente mecanico sin aplicar ningin campo eléctrico y/o agente quimico, aunque son posibles oftras
configuraciones (por ejemplo, pueden usarse sensores eléctricos y/u dpticos para medir propiedades de células tales
como fluorescencia). Adicionalmente, el sistema 5 funciona preferiblemente de manera independiente del tipo de
material que esta administrandose. Por ejemplo, pueden administrarse proteinas, ARN y ADN a través del mismo
sistema sin ninguna modificacién adicional.

En algunas configuraciones con determinados tipos de células 20, las células 20 pueden incubarse en una o mas
disoluciones que ayudan en la absorcion del material de administracion al interior de la célula. Por ejemplo, las
células 20 pueden incubarse en una disolucién de despolimerizaciéon tal como lantrunculina A (0,1 pg/ml) durante
1 hora antes de la administracion para despolimerizar el citoesqueleto de actina. Como ejemplo adicional, las células
pueden incubarse en colchicina 10 uM (Sigma) durante 2 horas antes de la administracion para despolimerizar la red
de microtubulos. Estos métodos pueden ayudar a obtener la expresion génica cuando se administra ADN.

Haciendo también referencia a la figura 5, se muestra una fotografia de una configuracion en paralelo del sistema 5.
El sistema 5 puede incluir cualquier nimero de canales paralelos. Preferiblemente, a medida que se afiaden canales
paralelos adicionales al sistema 5, puede aumentarse el rendimiento global del sistema 5. La figura 6 muestra una
fotografia de una configuracion en paralelo del sistema 5 que incluye filtros en la entrada de cada uno de los canales
10. Adicionalmente, la figura 6 también muestra una configuracion del estrechamiento 15 que incluye una porcién 35
de entrada que incluye multiples etapas. Haciendo también referencia a la figura 7, se muestra una fotografia
adicional de un prototipo del sistema 5. Tal como resulta evidente en la figura 7, el prototipo, que incluye un pocillo
de incubacién, tiene dimensiones de aproximadamente 2,54 cm x 0,635 cm x 0,635 cm (1 pulgada x ¥4 de pulgada x
4 de pulgada). Otras configuraciones del sistema 5 también pueden incluir dispositivos de clasificacion, modulos de
previos al tratamiento/posteriores al tratamiento y/o moédulos de sensor (por ejemplo, opticos, eléctricos y
magnéticos).

Tal como se describe en mas detalle a continuacidon con respecto a los ejemplos, el sistema microfluidico y los
métodos relacionados tienen una amplia gama de aplicaciones. La figura 42 es una ilustracion que representa varios
campos de aplicacion de ejemplo. Por ejemplo, el presente objeto puede aplicarse a medicina regenerativa tal como
para permitir la reprogramacion celular y diferenciacion de células madre. El presente objeto puede aplicarse a
inmunologia, tal como para presentacion de antigeno y potenciacion/supresion de actividad inmunitaria mediante
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administracion a células dendriticas, monocitos, células T, células B y otros linfocitos. Ademas, la obtencion de
imagenes y deteccion pueden beneficiarse de la administracion mejorada para células diana de puntos cuanticos,
nanotubos de carbono y anticuerpos. Adicionalmente, el presente objeto tiene aplicacion en vacunas e investigacion
contra el cancer, tal como para el aislamiento de células tumorales circulantes (CTC) y tratamiento de linfoma. El
método también proporciona una plataforma robusta para examinar la deteccion de ARNip y compuestos de
molécula pequefia activos capaces de tratar una enfermedad o manipular el comportamiento de células.

Este concepto se ha demostrado satisfactoriamente en un prototipo en el que se indujeron las células 20 para captar
de otro modo colorante impermeable a la membrana (por ejemplo, colorantes fluorescentes con una masa molecular
de desde 3 kDA hasta 2 MDA, ADN, proteinas, ARN, nanotubos o nanoparticulas presentes en el tampoén 25 de
disolucion). Se ha mostrado que las células 20 se recuperan y proliferan después del procedimiento al tiempo que
conservan el material administrado durante mas de 72 horas. Se han sometido a prueba once tipos de células
diferentes con este sistema, incluyendo los indicados en la figura 33, demostrando asi que el sistema proporciona un
rendimiento robusto en diferentes tipos de células. La figura 33 es una tabla que incluye tipos de células en los que
se ha aplicado satisfactoriamente el presente objeto. Se ha medido que el rendimiento celular promedio es del orden
de 5.000-20.000 células/segundo, se ha medido que la eficiencia de administracion promedio es del 96%, y se ha
medido que la viabilidad celular es del 95% usando un uUnico canal 10. Todas las pruebas se realizaron a
temperatura ambiente. Sin embargo, la temperatura puede hacerse variar en algunas técnicas. Por ejemplo, los
métodos pueden llevarse a cabo a temperatura ambiente (por ejemplo, 20°C), temperatura fisiolégica (por ejemplo,
39°C), superior a la temperatura fisiolégica o temperatura reducida (por ejemplo, 4°C), o temperaturas entre estas
temperaturas a modo de ejemplo. Realizar los métodos a una temperatura reducida (es decir, sustancialmente cerca
de 4°C, lo cual puede lograrse, por ejemplo, usando refrigeracion, bafio de hielo u otras técnicas conocidas), ha
producido una mejora sorprendente en la eficiencia de administracion y viabilidad celular. Por tanto, la temperatura
puede ajustarse para afectar a la administracion de la composicion y la viabilidad celular.

Tal como se muestra en las figuras 8A-B, aumentar la velocidad celular a través del estrechamiento 15 puede
aumentar el porcentaje de administracion y la eficiencia de administracion del material 30 de administracion. Se
encontré que la eficiencia de administracion varia de manera lineal con la velocidad celular, y que habia una
respuesta dependiente de la dosis.

Tal como se muestra en la figura 9, el tiempo de incubacion de una célula en el tampdn 25 de disolucion después de
que la célula pase al estrechamiento 15 puede tener un efecto sobre el porcentaje de administracion global del
material 30 de administracion a la célula 20. Sin embargo, se observd que, después de una determinada cantidad de
tiempo de incubacidon (aproximadamente 2-3 minutos), el porcentaje de administracion no cambiaba
sustancialmente. Basandose en estos datos, se cree que las perturbaciones provocadas en la célula 20 después de
que pase a través del estrechamiento 15 se corrigen dentro del orden de aproximadamente cinco minutos después
de que la célula 20 pase al estrechamiento 15. Adicionalmente, y como referencia, -1 minuto corresponde al grupo
de control.

Tal como se muestra en la figura 10, se observd que hacer pasar las células 20 a través del estrechamiento 15
multiples veces puede tener un efecto sobre el porcentaje de administracion global, pero que afecté negativamente a
la viabilidad global de las células 20. Para generar estos datos, se hicieron pasar células a través del estrechamiento
15, se recogieron y se hicieron pasar de nuevo a través del dispositivo dentro del plazo de aproximadamente
1 minuto.

Se ha observado que, durante el tiempo que se encuentran perturbadas las células 20 (por ejemplo, después de
pasar a través del estrechamiento 15), puede extraerse ese material a partir del interior de la célula a través de las
perturbaciones. Por tanto, se ha encontrado que cuando las células 20 se encuentran perturbadas, ese material
puede fluir al interior y al exterior de la célula 20. Esta propiedad significa que el sistema 5 puede usarse como un
método de muestreo de material intracelular sin someter a lisis la célula. Las perturbaciones en la membrana celular
daran como resultado preferiblemente un flujo de salida de macromoléculas del citoplasma y, por tanto, pueden
usarse para analizar a modo de sonda la composicién del citoplasma.

Tal como se muestra en la figura 11, se trataron células HelLa que expresaban proteina verde fluorescente (GFP)
estable en presencia de ARNip de silenciamiento de GFP (Ambion, EE.UU.) y se analizaron mediante FACS (FACS
Canto 1l, BD Biosciences, EE.UU.) a las 48 horas para determinar el silenciamiento de la fluorescencia. Los
resultados en la figura 11 indican >40% de silenciamiento de la expresion génica, un resultado comparable al de
reactivos comerciales tales como Lipofectamine 2000 (Invitrogen, EE.UU.). Los controles de ARNip reorganizado al
azar, también en la figura 11, indican que este silenciamiento no esta provocado por el propio procedimiento de
deformacion.

Tal como se muestra en las figuras 13-14 y, las dimensiones de apriete pueden tener un efecto sobre la eficiencia de
administracion global del material 30 de administraciéon. Por ejemplo, las figuras 13-14 muestran que a medida que
se hace variar la presion de funcionamiento (por ejemplo, haciendo variar la longitud y/o la anchura del
estrechamiento 15) la eficiencia de administracion global varia en cierta medida (la figura 14 se refiere a la
administracion de puntos cuanticos (nanoparticulas) en diferentes condiciones). Ademas, tal como se muestra en las
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figuras 18A-18B, las velocidades celulares estimadas pueden tener un efecto sobre la viabilidad global y la eficiencia
de administracion del material 30 de administracion. Por ejemplo, la figura 18A muestra que a medida que se hace
variar la velocidad de funcionamiento, la eficiencia de administracion global varia en cierta medida. Adicionalmente,
la figura 18B muestra que a medida que se hace variar la velocidad de funcionamiento, la viabilidad de las células
puede variar en cierta medida. Estas figuras muestran que un cambio en la longitud de estrechamiento puede
potenciar la administracion al tiempo que tiene un impacto minimo sobre la viabilidad. Adicionalmente, moléculas
mas grandes entran en la célula a una tasa inferior tras el estrechamiento que moléculas mas pequefias. Este
método de administracion intracelular descrito en el presente documento es “universal” en cuanto a que funciona
para muchos tipos diferentes de materiales y células. Ademas, las alteraciones de membrana inducidas mediante
este dispositivo pueden tener normalmente un tamafo de al menos ~100 nm, aunque son posibles alteraciones de
otro tamano.

Haciendo referencia a la figura 12, en una implementacion, puede controlarse el gradiente de concentracion entre el
tampon 25 de disolucion y el citosol para controlar de manera predecible la cantidad de material administrado.
Pueden usarse métodos de administracion localizada que exponen las células 20 a una nube concentrada de
macromoléculas después de que las células 20 se hayan sometido a poracion mediante el estrechamiento. Sin
embargo, cualquier método de administracion localizada de este tipo debe tener en cuenta el tiempo de resellado de
perturbacion estimado para garantizar una funcion apropiada. Esto puede implementarse incorporando una
“microboquilla” perpendicular al canal que administre una alta concentracion de la carga util a las inmediaciones de
la membrana celular (ilustrado en la figura 6A). Preferiblemente, la microboquilla puede estar ubicada en y/o cerca
del estrechamiento 15. Un enfoque de este tipo puede permitir complementar el mecanismo de administracién por
difusion con un componente de conveccioén permitiendo de ese modo una carga de células mas precisa con
concentraciones superiores. Preferiblemente, la inyeccion tiene lugar mientras la célula 20 esta en una zona de alta
concentracion del estrechamiento 15. Una técnica localizada tiene la ventaja afiadida de ahorrar materiales de
administracion valiosos porque entonces no es necesario mantener una alta concentracién a través de todo el
tampon.

Haciendo referencia a la figura 16A, puede usarse una serie de micropilares 100 para aplicar presion a las células 20
de tal manera que se provoca una perturbacion. En esta implementacion, las células 20 se fuerzan a través de una
matriz de pilar de estrechamiento de tal manera que se aplica presion a las células 20.

Haciendo referencia a la figura 16B, pueden usarse placas 105 de compresion para aplicar presién a las células 20
de tal manera que se provoca una perturbacioén. En esta implementacion, las placas 105 de compresiéon pueden
controlarse de tal manera que se aplica presion a las células 20 durante una cantidad de tiempo predefinida. Las
placas 105 de compresion pueden configurarse de tal manera que una o ambas placas se muevan para aplicar
presion a las células 20. También puede suministrarse un conjunto adicional de placas 105 de compresion de tal
manera que las células 20 estén sustancialmente rodeadas.

Haciendo referencia a la figura 16C, pueden usarse aditivos 115 de tampdn (o materiales de carga unidos a la
superficie celular) para simular el apriete a medida que la célula 20 pasa a través de un estrechamiento 15 que es
mas grande que el diametro de la célula 20. Por ejemplo, es posible un estrechamiento simulado debido a
interferencia mediante los aditivos 115 de tampodn. Los ejemplos de aditivos 115 de tampoén incluyen micro o
nanoparticulas (por ejemplo, basadas en polimero, basadas en lipido, basadas en compuesto ceramico, metalicas,
etc.). Estas particulas se marcan con un ligando de unién a célula tal como un anticuerpo, una secuencia de ADN,
un péptido o una molécula pequeia, aunque esto no se requiere.

Haciendo referencia a la figura 16D, pueden usarse perlas 120 para comprimir la célula 20. Por ejemplo, puede
usarse fuerza magnética y/o electrostatica para aplicar presion a la célula 20 o, en el caso de la figura 16E, para tirar
de la célula 20. Preferiblemente, la fuerza aplicada a la célula 20 es suficiente para provocar una perturbacion.

Haciendo referencia a la figura 16F, pueden dirigirse multiples corrientes 125 de fluido de tal manera que se provoca
compresion (o cizalladura transitoria rapida) de la célula 20. Por ejemplo, las multiples corrientes 125 de fluido
pueden lanzarse de tal manera que se aproximan o impactan entre si. A medida que las células 20 pasan a través
de las multiples corrientes 125 de fluido, puede aplicarse fuerza a las células 20 de tal manera que se provoca una
perturbacién en la membrana de la célula 20. Alternativamente, pueden lanzarse células a través de una boquilla de
tipo hendidura estrecha para facilitar la administracion.

El sistema 5 puede ser un sistema independiente, tal como el mostrado en la figura 7, aunque son posibles otras
configuraciones. Por ejemplo, el sistema 5 puede implantarse in vivo en un paciente para la administracion
intracelular local, y/o incorporarse ex vivo en una maquina para el tratamiento de células antes de devolver las
células al paciente.

Ademas de sus ventajas de administracion descritas en el presente documento, la naturaleza microfluidica del
sistema permite ejercer un control preciso sobre las condiciones de administracion, antes del tratamiento y la
posterior caracterizacion de células. Por ejemplo, el sistema puede implementarse en serie con un mdédulo de
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). Esto puede permitir la administracion y clasificacion de las
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células deseadas en el mismo sistema, en tiempo real. También pueden desplegarse diversas técnicas de ensayo
antes del tratamiento y después de la clasificacion, permitiendo por tanto de ese modo el desarrollo de ensayos
continuos, de alto rendimiento, para el examen de farmacos y diagnéstico.

La eficiencia de administracion de una carga util administrada a células diana se determina sometiendo una
poblacion de control de células diana a una carga Uutil asi como una poblacion que se ha sometido a tratamiento
mediante un dispositivo microfluidico. La muestra de control se expone a la misma disolucién de administracion, a la
misma concentracion, durante al menos la misma cantidad de tiempo que las células tratadas mediante el
dispositivo. Para compensar la union a superficie, la endocitosis y otros efectos tales como autofluorescencia, se
define una region sometida a administracion de tal manera que sélo el 1-5% superior de las células de control vivas
se encuentran dentro de esta region. Por tanto, la eficiencia de administracion de una muestra corresponde al
porcentaje de células vivas que estan en la region sometida a administracion. Por ejemplo, la figura 43A es un
histograma de intensidad a partir de citometria de flujo de una poblacién de control que se expone a dextrano de
3 kDa conjugado con azul cascada. La figura 43B es un histograma de intensidad a partir de citometria de flujo de
células que se han sometido a un dispositivo de 30 um - 6 um. La regién sometida a administracion definida es la
region no sombreada tanto en 43A como en 43B.

En funcionamiento, haciendo referencia a la figura 17, con referencia adicional a las figuras 1-3, un procedimiento
1000 para realizar la administracion intracelular del sistema 5 incluye las etapas mostradas. Sin embargo, el
procedimiento 1000 es Unicamente a modo de ejemplo y no limitativo. El procedimiento 1000 puede alterarse, por
ejemplo, afadiendo, eliminando, alterando o reordenando etapas.

En la etapa 1005, se suspenden las células 20 en el tampén 25 de disolucion junto con los materiales 30 de
administracion. Las concentraciones de células tipicas pueden oscilar desde 10* hasta 10° células/ml. Las
concentraciones de material de administracion pueden oscilar desde 10 mg/ml hasta 0,1 pg/ml. El material de
administracion puede afadirse al tampon celular antes o inmediatamente después de la administracién dependiendo
de la configuracion deseada dado que las lesiones/poros permanecen abiertos durante 1-5 minutos. Los tampones
de disolucidon pueden estar compuestos por varias sales, azucares, factores de crecimiento, productos de origen
animal o cualquier otro componente necesario para una proliferacion celular apropiada, un mantenimiento de la
salud celular o una induccién de rutas de sefalizacién celular. También pueden afiadirse materiales adicionales al
tampon 25 de disoluciéon. Por ejemplo, pueden afiadirse tensioactivos (por ejemplo, compuestos Pluronic) y/o
materiales de carga al tampdn 25 de disolucion.

En la etapa 1010, el tampdn 25 de disolucién que incluye las células 20 y los materiales 30 de administracion se
hacen pasar a través del canal 10 del sistema 5. El tampdn 25 de disolucién puede pasar a través del canal 10
usando la gravedad o puede verse ayudado por otros métodos. Por ejemplo, puede aplicarse presiéon al tampdn 25
de disolucién en el lado de entrada del canal 10 (por ejemplo, usando un cilindro de gas y/o compresor), y/o puede
aplicarse un vacio mediante una bomba de vacio en el lado de salida. Adicionalmente, también pueden usarse
sistemas de flujo basados en desplazamiento.

A medida que las células 20 individuales pasan a través del estrechamiento 15, se aplica momentaneamente una
presion a la célula 20 mediante la construccion maciza del estrechamiento 15 provocando que se desarrollen
perturbaciones tales como orificios en la membrana celular de tal manera que los materiales 30 de administracion
pueden administrarse al interior de la célula 20. La cantidad y/o la duracién de la presion aplicada a la célula 20
pueden hacerse variar ajustando las dimensiones del estrechamiento 15, la velocidad a la que pasa la célula 20 a
través del estrechamiento 15 y/o ajustando la forma del estrechamiento 15. En una configuracion, pasan
aproximadamente 5.000-20.000 células/segundo a través del estrechamiento 15, y cada célula se aprieta durante
aproximadamente 100 ps.

El sistema 5 puede incluir uno o mas de los canales 10. Por ejemplo, el sistema 5 puede incluir 50-100 de los
canales 10 que estan dispuestos en una configuracién en paralelo. Usar una configuracion en paralelo puede reducir
las consecuencias de que se desarrolle una obstruccién en uno o mas de los canales 10, y puede aumentar el
rendimiento global del sistema 5. Adicionalmente, el sistema 5 puede incluir uno o mas de los canales en serie entre
si.

En la etapa 1015, después de que las células 20 pasen a través del estrechamiento 15, se deja que las células se
incuben/recuperen mediante reposo en el tampdén 25 de disolucién. Durante este tiempo, las células 20 captaran
algunos de los materiales 30 de administracion que estan presentes en el tampoén 25 de disolucion a través de las
perturbaciones en la membrana celular. Un mecanismo de captacién se basa en difusiéon, porque moléculas mas
grandes parecen absorberse a una tasa mas lenta que moléculas mas pequefias. Preferiblemente, se deja que las
células 20 se incuben/recuperen en el tampoén 25 de disolucién durante el orden de 2-5 minutos, aunque son
posibles otras duraciones. Durante el tiempo en el que las células 20 estan incubandose/recuperandose en el
tampon 25 de disolucién, también puede liberarse material del interior de la célula 20 desde la célula al tampén 25
de disolucién. Durante el periodo de incubacién/recuperacion, pueden controlarse determinadas condiciones para
garantizar que las cantidades de administracion de los materiales 30 de administraciéon sean sistematicas a lo largo
de la poblacion celular. Por ejemplo, pueden usarse mecanismos de administracion por conveccion, tras el
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estrechamiento, que hacen impactar material de administracién sobre la célula en incubacién/recuperacion.

Opcionalmente, en la etapa 1020, después de haberse incubado/recuperado las células, pueden lavarse las células
para eliminar el tampoén de disolucion. Preferiblemente, el lavado se produce tras el periodo de tiempo requerido
para que se reparen las perturbaciones, aunque el lavado puede producirse en otros momentos con el fin de
controlar la cantidad de materiales 30 de administracién absorbidos por las células.

Ejemplo 1 - Administracién de nanoparticulas modificadas por ingenieria funcional

Los nanomateriales modificados por ingenieria tienen un enorme potencial como herramientas de obtencion de
imagenes de células vivas, agentes de administracion moleculares terapéuticos o incluso como maneras para
manipular células vivas con manipulaciones externas tales como luz o campos magnéticos. (Howarth, M., et al.
Monovalent, reduced-size quantum dots for imaging receptors on living cells. Nature Methods 5, 397-399 (2008)). Sin
embargo, muchas de estas posibles aplicaciones requieren que se administren nanomateriales en el citosol celular.
La mayoria de las nanoparticulas, tales como QD, necesitan pasivarse con un polimero que hace que las
nanoparticulas sean solubles en medios acuosos, y esto impide generalmente que difundan de manera pasiva a
través de la membrana celular. Se considera que la microinyeccion de nanoparticulas no es practica debido al
requisito de equipos especializados y al bajo rendimiento mientras que la electroporacién provoca agregacion de QD
dentro de la célula. Por tanto, la mayoria de los intentos de administrar QD en el citoplasma celular se han basado
en someter QD a endocitosis por la célula y escapar del endosoma. Antes del presente objeto, no era posible
administrar QD en el citoplasma celular de una manera satisfactoria y ajustable a escala. El sistema proporciona una
solucion a este problema de administracion de enfoques anteriores.

Se combina el dispositivo microfluidico con una nueva generaciéon de QD biolégicamente compatibles recientemente
descritos (Liu, W., et al. Compact biocompatible quantum dots via RAFT-mediated synthesis of imidazole-based
random copolymer ligand. JACS 132, 472-483 (2010)). Se recubrieron los QD usados a lo largo de la totalidad del
ejemplo 1 con un ligando de poli-imidazol compuesto por multiples grupos imidazol quelantes de metal y multiples
polietilenglicoles (PEG) pasivantes solubilizantes en agua.

Para la administracion al citosol de QD, se afadieron alicuotas de células en una disoluciéon de PBS que contenia
QD. Se transfirio con pipeta la disolucion de células-QD en el dispositivo microfluidico y se impulsé la disolucion a
través de los canales a presion constante, seguido por un periodo de incubacién de 5 min. Tras este periodo de
incubacion, se separaron los QD en exceso mediante centrifugacion. Para la poblacién de control, se coloco la
disolucion de células-QD en el dispositivo microfluidico y se expusieron las células a la disolucion de QD durante
una cantidad de tiempo equivalente al protocolo de administracion al citosol.

La figura 19 es una superposicion de imagenes de transmision y de fluorescencia confocal, seguido por imagenes de
fluorescencia confocal en seccion z de células tratadas a las que se les administré QD usando el presente objeto. La
figura 19 ilustra (parte superior) inmediatamente después del tratamiento (es decir, administracion) y (parte inferior)
tras 48 h de incubacion a 37°C y el 5% de CO,. El patron de tincion difusa se restringe al citoplasma y las
nanoparticulas parecen no entrar en el ndcleo (region oscura dentro de la célula). La barra de escala es de 10 um. El
ligando de poli-imidazol libre particular que recubrié los QD de los que se obtuvieron imagenes en la figura 19 no
tenia ninguna funcionalidad aparte de proporcionar biocompatibilidad mediante grupos PEG. Las imagenes de
microscopia confocal muestran que las células Hela, desprendidas y redondas tras fluir a través del dispositivo
microfluidico, tienen tincion con QD citoplasmica difusa a lo largo de diferentes secciones z de la célula (figura 19,
parte superior). La tincion difusa persiste incluso después de 48 horas, tras la incubacién y adherencia de las células
a 37°C en el 5% de CO; (figura 19, parte inferior). La fluorescencia de QD difusa es mas tenue a las 48 h,
probablemente debido a la division celular (figura 19). El dispositivo administr6 QD (diametro hidrodinamico de
~13 nm) en ~40% de la poblacion de células vivas a una tasa de rendimiento de ~10.000 células/s. La figura 20A
ilustra la eficiencia de administracion en el citosol de células HelLa tras el tratamiento del presente objeto con QD
recubiertos con PIL. La viabilidad celular era >80% tal como se midi6 mediante citometria de flujo. La figura 20B
ilustra la viabilidad de células HelLa tras la administracion de QD535 solo mediante el presente objeto, tal como se
midié mediante tincidon con yoduro de propidio y medicion por citometria de flujo. La viabilidad de células tratadas tal
como se midié mediante citometria de flujo, la tincion difusa en las imagenes confocales y la capacidad de la célula
para adherirse son compatibles con la administracion de QD en el citoplasma de una célula viva.

Para confirmar que la fluorescencia realmente aumenta a partir de los QD administrados al citosol en contraposicion
a los QD secuestrados en endosomas, se disefid la nanoparticula para cambiar su perfil de emision tras la
interaccion con el entorno reductor del citosol. El potencial de reduccion dentro del citoplasma celular es de -260 a
-220 mV y viene dictado principalmente por el mantenimiento de concentraciones altas (5-10 mM) del tripéptido
glutation. Por tanto, midiendo la fluorescencia de un constructo de QD-colorante cuya emision cambia cuando se
expone al entorno del citosol, puede determinarse la ubicacion y la accesibilidad quimica de las nanoparticulas
administradas. Se construyé un QD-colorante que comprendia un QD de emision verde (Aemision = 541 nm) que
actua como donador de energia para un colorante de carboxi-X-rodamina (Rox) (Aemision = 610 nm), conjugados a
través de un enlace disulfuro reducible.
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La figura 21 ilustra el disefio de constructo, la absorbancia y la estabilidad en diversos medios. En 2100 se
encuentra un esquema del PIL antes de la conjugacion con el colorante y el recubrimiento de los QD (izquierda) y
del constructo de QD-disulfuro-Rox resultante (derecha) (imagen no a escala). En 2110 se encuentra el espectro de
absorbancia del constructo de QD-disulfuro-colorante. La excitacion a 488 nm y a 405 nm proporcioné absorcion
exclusiva mediante los QD a lo largo de todo el experimento. En 2120 se encuentra la estabilidad de transferencia
de energia de fluorescencia desde QD hasta Rox para el constructo en medios de cultivo completos a 37°C y el 5%
de CO,, demostrando que el enlace disulfuro no se escinde en el entorno extracelular. La representacion grafica
2130 ilustra la escision del enlace disulfuro mediante el reductor citosélico glutation, tal como se muestra mediante la
recuperacion de fluorescencia de QD. En 2140, se muestra la recuperacion de fluorescencia de QD ftras el
tratamiento mediante el reductor distinto de tiol, tris(2-carboxietil)fosfina, respaldando adicionalmente la escisiéon del
enlace disulfuro.

Los grupos tiol que se incorporaron en el PIL formaron enlaces disulfuro con colorantes de Rox tiolados. El espectro
de absorbancia del constructo purificado tiene caracteristicas de absorbancia tanto de QD como de Rox (2120) en
un promedio de 13 colorantes de Rox por QD, extinguiendo eficazmente la fluorescencia de QD (2130). Este
constructo sirve como sensor irreversible del entorno reductor especifico en el citosol. Cuando el QD se excita
selectivamente mediante un laser a 488 nm (microscopia) o 405 nm (citometria de flujo) mientras los puentes
disulfuro estan intactos, el constructo experimenta transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET)
de modo que domina la emisidon de Rox en el rojo. En un ensayo en disolucion, el reductor celular glutation escinde
los puentes disulfuro, liberando colorantes de Rox y permitiendo que se recupere la fluorescencia de QD (2140). El
reductor distinto de tiol, tris-(2-carboxietil)fosfina, también permite la recuperacion de la fluorescencia de QD,
indicando que la liberacion de Rox de la superficie de QD no es mediante desplazamiento de PIL por glutation
(2140). La fluorescencia de Rox puede no desaparecer completamente debido a que algunos de los puentes
disulfuro estén estéricamente impedidos mediante grupos PEG largos en el PIL, y debido a alguna pequefa cantidad
de interaccion no especifica entre el colorante y la superficie de QD.

Cambios en el perfil de fluorescencia del constructo, tal como se midi6 mediante citometria de flujo y microscopia
confocal, confirman la administracion de constructos de QD-disulfuro-Rox al citoplasma celular. Cuando se expone
al entorno reductor del citosol, la escisidon de los enlaces disulfuro altera el procedimiento de FRET desde el QD
hasta el colorante. Por tanto, tras la excitacion exclusiva del QD, la fluorescencia de canal de QD aumenta mientras
que la fluorescencia de canal de Rox disminuye con el tiempo. Se trataron células HelLa vivas mediante el dispositivo
microfluidico en una disolucién con una alta concentracion de QD-disulfuro-Rox, se incubaron durante 5 minutos y
se lavaron para retirar los QD en exceso antes de afiadir medios de cultivo celular (es decir, las células tratadas). Se
incubaron células de control con QD-disulfuro-Rox durante 5 minutos en vez de tratarse mediante el dispositivo
microfluidico, y se lavaron antes de colocarse en medios de cultivo celular. La fluorescencia de canal de Rox y de
QD de estas células tratadas y de control se observaron tanto mediante microscopia confocal como mediante
citometria de flujo.

Las figuras 22A y 22B ilustran imagenes de microscopia confocal de células vivas y andlisis de intensidad de
fluorescencia que demuestran tincién citoplasmica y accesibilidad quimica de la superficie de QD. La figura 22A
ilustra imagenes de células tratadas (parte superior) y células de control (parte inferior). La aparicion de
fluorescencia verde difusa solo esta presente en células tratadas. La barra de escala es de 10 um. La figura 22B
ilustra un cambio en la intensidad en funcion del tiempo en los canales verde y rojo. Dado que n < 20 en cada punto
de tiempo, se corrigieron fluctuaciones en la fluorescencia promedio total normalizando con respecto al punto de
tiempo de O h.

En el microscopio confocal, la fluorescencia difusa que aparece a través del citoplasma de células tratadas avanza
desde fuertemente roja hasta fuertemente verde (tal como se muestra en la figura 22A). Las imagenes de células de
control muestran algo de unién no especifica en la membrana exterior tal como se demuestra mediante la
fluorescencia en forma de anillo, y no hay ningin aumento en las sefiales de canal verde. Estos efectos son
compatibles con la escisién esperada de enlaces disulfuro citosélicos que reducen el efecto de FRET. En la figura
22B, el grafico de lineas representa graficamente la intensidad de canal de QD y de Rox por célula promedio tras
corregir diferencias entre células en el material fluorescente administrado normalizando para la fluorescencia total,
para células tratadas y de control y autofluorescencia. Para células tratadas, el grafico muestra un cruce entre 2-
4 horas de incubacion en el que la fluorescencia de QD aumenta por encima de la fluorescencia de Rox. De manera
interesante, se muestra que la sefial de Rox de células tratadas se estabiliza por encima de los niveles de
autofluorescencia tras 9 horas. Esto es compatible con resultados a partir de ensayos en disolucion, en los que
permanecié algo de FRET tras la reduccion. La tincion difusa observada y el aumento en la sefial de QD vy la
reduccion en la sefial de Rox respaldan fuertemente la administracion al citosol y la posterior escision de enlaces
disulfuro. La fluorescencia de QD en células de control, extinguida mediante FRET para Rox, aparece indistinguible
de la autofluorescencia. Las células de control presentan algo de fluorescencia de Rox por encima de la
autofluorescencia en puntos de tiempo tempranos, que después disminuye de manera constante. Esto puede
atribuirse a interacciones no especificas entre QD-S-S-Rox y la superficie de la célula, seguido por nueva
solvatacion de los constructos en el medio.

La figura 23 ilustra mediciones por citometria de flujo de viabilidad y fluorescencia celular promedio. En 2300 se
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encuentra la fluorescencia de QD (izquierda) y Rox (derecha) por célula promedio, mostrando un aumento en la
fluorescencia de QD Unicamente en células tratadas. La fluorescencia de Rox en células tanto tratadas como de
control esta a niveles de autofluorescencia en el punto de tiempo de 24 h. En 2310 se encuentra un histograma de la
distribucion de intensidades de fluorescencia entre células tratadas y de control en puntos de tiempo seleccionados,
en el canal de QD (izquierda) y el canal de Rox (derecha). Se estima que la administraciéon de QD se ha producido
en al menos el 35% de la poblacion celular. Se pretende que las zonas en gris dirijan la vista en el movimiento de
picos de histograma de intensidad de fluorescencia. En 2320 se ilustra la viabilidad de células de control y tratadas
tal como se midié mediante yoduro de propidio.

Las mediciones por citometria de flujo ilustradas en la figura 23 confirman que los constructos de QD-disulfuro-Rox
pueden interaccionar con el entorno del citosol. Se registraron medidas de citometria de flujo en todas las células
vivas, abarcando tanto células sometidas a administracion (~35% de la poblacion celular tratada) como no
sometidas a administracion. En 2100 se ilustra la fluorescencia por célula promedio de las poblaciones tratada y de
control. La fluorescencia de QD promedio aumenta inicialmente para las células tratadas, alcanzando un pico a ~9 h
y disminuyendo gradualmente después de eso, a diferencia de la fluorescencia de QD de la poblacion celular de
control, que permanece comparable a los niveles de autofluorescencia. Esto es compatible con la reduccion en el
citosol de puentes disulfuro entre QD y colorante dentro de las células tratadas seguido por dilucion de constructos
de fluorescencia mediante division celular. La fluorescencia de Rox para las células tanto tratadas como de control
comienza alta y disminuye dentro del plazo de las primeras 2 h. Esta disminucion se atribuye a la nueva solvatacion
en el medio de particulas que se habian unido a la superficie celular durante la incubacién. La fluorescencia de Rox
promedio en la poblacién celular tratada parece similar a las células de control debido a la presencia de células no
sometidas a administracion dentro de la poblacion tratada. La presencia de células tanto sometidas a administracion
como no sometidas a administracion dentro de la poblacion tratada puede distinguirse en los histogramas de
intensidad de QD y de Rox mostrados en 2310. Al aumentar el tiempo, los histogramas de fluorescencia se vuelven
bimodales para células tratadas pero permanecen unimodales para células de control. La fluorescencia de QD
aumenta con el tiempo en un subconjunto de la poblacion celular tratada (2100), respaldando adicionalmente la
alteracion del procedimiento de FRET en el citosol de células tratadas y sometidas a administracion. La
fluorescencia de Rox disminuye en conjunto a medida que vuelven a solvatarse los constructos unidos a membrana
en el medio, pero un subconjunto de la poblacion celular tratada conserva fluorescencia de Rox. Esto es compatible
con la reducciéon incompleta de enlaces QD-S-S-Rox observada en microscopia confocal. La viabilidad de la
poblacion celular tratada, tal como se midi6 mediante tincién con yoduro de propidio, esta dentro del 10% de la
poblacion de control en todos los puntos de tiempo (2130). La viabilidad celular de >90% con respecto al grupo de
control se compara de manera favorable con métodos alternativos tales como electroporacion y métodos basados en
polimeros, que han proporcionado viabilidades posteriores al tratamiento de tan sélo el 40 - 60%.

La figura 24 ilustra la obtencion de imagenes por epifluorescencia de QD individuales sin agregar dentro del citosol
celular tras el tratamiento con dispositivo con una disolucion de QD 10 nM (parte superior), y perfiles de parpadeo de
los tres QD marcados 2400, 2410 y 2420 con autofluorescencia. Los perfiles de parpadeo de QD parecen ser no
binarios debido a los tiempos de intervalo de adquisicion prolongados (500 ms). Las barras de escala son de 10 pm.

La plataforma de administracién de QD también permitié obtener imagenes de moléculas individuales administrando
constructos de QD-disulfuro-Rox sin agregar, dado que la intermitencia de emision observada es compatible con QD
individuales. Para este experimento, se administraron constructos de QD-disulfuro-Rox en el citosol seguido por una
incubacion de 10 horas y se obtuvieron imagenes en un microscopio de epifluorescencia. La incubacion de 10 horas
garantizoé que la fluorescencia de QD del interior del citosol se habia recuperado mediante reduccién de enlaces
disulfuro; se usé microscopia de epifluorescencia para garantizar que se recopilaban suficientes fotones. Se
observaron varios QD parpadeantes cuando se trataron células mediante el presente objeto a bajas concentraciones
de QD (figura 24). Los perfiles de intensidad de QD parpadeantes en el citosol, mostrados en 2400, 2410 y 2420,
parecen no binarios como resultado de tiempos de intervalo de adquisicion prolongados (500 ms). Se considero que
los movimientos celulares de traslacion eran minimos durante el intervalo de tiempo de la adquisicion (~1 min).
Estos datos demuestran la capacidad de observar acontecimientos de moléculas individuales dentro del citosol
celular mediante administracion de QD como marcadores fluorescentes usando el presente objeto.

El ejemplo 1 demuestra la administracion de nanoparticulas en el citosol celular segun una realizacion del presente
objeto. Observando la escision de QD-disulfuro-Rox mediante reductores citosdlicos, se ha mostrado que la
superficie de nanoparticulas interacciona con componentes del citosol. Realizaciones del presente objeto permiten la
administracion de QD en el citoplasma celular a un alto rendimiento sin que ningun ligando penetre en la célula o
escape del endosoma, al tiempo que se conservan la viabilidad celular y la integridad de QD. La eficiencia de
administracion del 35% puede aumentarse adicionalmente aumentando el numero de estrechamientos
microfluidicos, cambiando las dimensiones de estrechamiento o aumentando el nimero de ciclos de tratamiento. A
diferencia de la mayoria de los métodos de administracion actuales asistidos por carga positiva o de péptidos que
penetran en células, el presente objeto no requiere la conjugacion doble de una manipulacion de administracion
intracelular y una manipulacion de direccionamiento de proteinas al citosol en la misma nanoparticula. Eliminando la
necesidad de la primera, puede lograrse la mitigacion de las preocupaciones de reactividad cruzada, eficiencias de
reactividad diferentes de estrategias de conjugacion y estequiometria de conjugacion. Por tanto, se obtiene una
flexibilidad significativa en el disefio de constructos de QD, preparando el camino para el marcaje y el seguimiento
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de proteinas intracelulares. Los métodos son utiles para la administracién de muchos nanomateriales fluorescentes
con disefios complejos que seleccionan como diana proteinas intracelulares y organulos mediante estrategias de
seleccion de proteinas como diana demostradas tales como, pero sin limitarse a, estreptavidina-biotina, HaloTag-
cloroalcano y marcaje con etiqueta de sortasa.

En el ejemplo 1, todos los productos quimicos se obtuvieron de Sigma Aldrich y se usaron tal como se recibieron a
menos que se indique lo contrario. Se manipularon materiales sensibles al aire en una caja de guantes Omni-Lab
VAC en una atmosfera de nitrégeno seco con niveles de oxigeno < 0,2 ppm. Todos los disolventes eran para
espectroscopia o reactivos. Se visualizaron compuestos que portaban anillos aromaticos en CCF usando una
lampara de UV portatil y KMnO4. Se visualizaron compuestos que portaban amina en CCF usando una tinciéon con
ninhidrina. Se realizé cromatografia en columna ultrarrapida en un dispositivo Teledyne Isco Combi Flash
Companion. Se adquirieron células HeLa de ATCC y todos los materiales de medio celular se adquirieron de
Mediatech a menos que se indique lo contrario.

En el ejemplo 1, se registraron espectros de 'H-RMN en un espectrometro de RMN Bruker DRX 401. Se realizo EM-
ESI en una maquina Bruker Daltonics APEXIV 4.7 FT-ICRMS. Se tomaron espectros de absorbancia UV-Vis usando
un espectrofotémetro de matriz de diodos HP 8453. Se registraron espectros de fotoluminiscencia y absorbancia con
un lector de microplacas BioTek Synergy 4. Se determinaron los pesos moleculares de polimeros en disolucion de
DMF en un sistema de HPLC/GPC serie 1100 de Agilent con tres columnas de PLgel (103, 104, 105 A) en serie
frente a patrones de poliestireno estrechos. Se purificaron derivados de colorantes usando un sistema de HPLC
preparativa Varian ProStar. Se purific6 polimero modificado usando columnas PD-10 de GE Healthcare
empaquetadas con SephadexTM G-25M. Se purificaron QD sometidos a intercambio de ligando mediante dialisis
por centrifugacion con filtros de centrifugacion con un punto de corte de 30 K Millipore Amicon Ultra y mediante GFC
en un sistema de cromatografia AKTAprime Plus (Amersham Biosciences) equipado con una columna de vidrio
Superdex 200 10/100 autoempaquetada. Se realizaron mediciones de citometria de flujo en un dispositivo LSR
Fortessa (BD Biosciences).

En el ejemplo 1, se sintetizaron nicleos de CdSe con un primer pico de absorcion a 478 nm usando un método (1)
anteriormente notificado. En resumen, se colocaron 0,4 mmol (54,1 mg) de CdO, 0,8 mmol (0,2232 g) de TDPA, 9,6
mmol (3,72 g) de TOPO en un matraz de fondo redondo de 25 ml. Se desgasificé la disolucion durante 1 h a 160°C y
se calentd hasta 300°C en argon hasta que se disolvié el CdO y se formd una disolucion homogénea. Esto fue
seguido por poner la disolucién a vacio a 160°C para eliminar el agua desprendida. Volvié a calentarse la disolucion
hasta 360°C en argén y se afadié rapidamente una disolucion de TOP-Se (1,5 ml de TOPSe 1,5 M en 1,5 ml de
TOP) para dar nucleos de CdSe con la primera caracteristica de absorcion a 478 nm.

Se depositaron cubiertas de CdS sobre nucleos de CdSe mediante modificacion de procedimientos (2)
anteriormente notificados. Nucleos aislados mediante precipitaciones repetidas en hexano con acetona se llevaron
hasta 180°C en una mezcla de disolventes de oleilamina (3 ml) y octadeceno (6 ml). Después se introdujeron de
manera continua disoluciones de precursores de Cd y S a una tasa de 4 ml/h. El precursor de Cd consistia en 0,33
mmol de oleato de Cd y 0,66 mmol de oleilamina en una mezcla de disolventes de octadeceno (1,5 ml) y TOP (3 ml).
El precursor de S consistia de 0,3 mmol de hexametildisilatiano [(TMS).S] en 6 ml de TOP. La adicion de un total de
3 monocapas de cada uno de Cd y S proporcioné QD con emisidon a 541 nm y un rendimiento cuantico del 60%
cuando se diluyeron en octano. El coeficiente de extincion de CdSe(CdS) se calculd usando el coeficiente de
extincion de nucleos de CdSe a partir de la bibliografia (3) y suponiendo que el 95% de los nucleos de CdSe se
conservaban durante la etapa de recubrimiento.

En el ejemplo 1, se fabrico el chip de silicio usando técnicas de fotolitografia y grabado quimico profundo por iones
reactivos. Se limpid la oblea de silicio grabada quimicamente resultante (con H202 y H2SO4) para eliminar residuos,
se oxido para producir una superficie de vidrio y se uni6 a una oblea de Pyrex antes de cortarse para dar dispositivos
empaquetados individualmente. Después se inspeccioné individualmente cada dispositivo para detectar defectos
antes de su uso.

Ejemplo 2 - Administracién de macromoléculas

La administracion intracelular de macromoléculas es una etapa critica en aplicaciones terapéuticas y de
investigacion. La administracion mediada por nanoparticulas de ADN y ARN, por ejemplo, es util para la terapia
génica, mientras que la administracion de proteinas estda usandose para afectar a la funcion celular en entornos
tanto clinicos como de laboratorio. Otros materiales, tales como moléculas pequefias, puntos cuanticos o
nanoparticulas de oro, se administran al citosol con fines que varian desde terapias contra el cancer hasta marcaje
intracelular y seguimiento de moléculas individuales.

Para demostrar la versatilidad de la técnica, se administraron moléculas de dextrano de modelo a varios tipos de
células: células dendriticas DC2.4, fibroblastos de prepucio humanos de recién nacido (NuFF) y células madre
embrionarias de raton (mESC), que lograron eficiencias de administracion de hasta el 55%, el 65% y el 30%,
respectivamente. Experimentos iniciales también mostraron la administracién satisfactoria en linfocitos primarios,
macrofagos y células dendriticas derivadas de ratones. Ademas, la técnica no provocd citotoxicidad excesiva ni
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indujo diferenciacion de células madre. De hecho, todos los tipos de células eran viables a mas del 60% incluso a las
velocidades mas altas sometidas a prueba. El disefio del dispositivo y las condiciones de funcionamiento no se
habian optimizado previamente para ninguno de los tipos de células anteriormente mencionados.

La figura 25 ilustra resultados experimentales que muestran que el rendimiento de la administracion depende de la
velocidad celular y el disefio de estrechamiento. Las dimensiones de estrechamiento se indican mediante numeros
(por ejemplo 10 um - 6 um x 5) de tal manera que el primer nimero corresponde a la longitud de estrechamiento, el
segundo a la anchura de estrechamiento y el tercero (si esta presente) al nimero de estrechamientos en serie por
canal. En 2500, se muestra la eficiencia de administracion y en 2510 se muestra la viabilidad celular 18 horas tras el
tratamiento (medida mediante citometria de flujo) en funcién de la velocidad celular para disefios de dispositivo de
40 pm - 6 um (0), 20 ym - 6 um (o) y 10 um - 6 um x 5 (A). En 2520, se muestra la eficiencia de administracion y en
2530 la viabilidad celular (medida mediante citometria de flujo) en funcién de la velocidad en fibroblastos humanos
primarios (o), células dendriticas DC2.4 (o) y células madre embrionarias de ratéon (mMESC) (A) tratadas mediante un
dispositivo de 30 um - 6 um. Se analizaron fibroblastos humanos y células dendriticas 18 horas tras la
administracion. Se analizaron MESC 1 hora tras la administracién. Todos los puntos de datos se realizaron por
triplicado y las barras de error representan dos desviaciones estandar.

La figura 26 ilustra exploraciones 2600 de diferentes planos horizontales de una célula Hela tras la administracion
de dextrano de 3 kDa conjugado con azul pacifico, tal como se midi6 mediante microscopia confocal. Las
exploraciones se leen desde arriba hacia abajo, después de izquierda a derecha, en las que la parte izquierda
superior esta a z = 6,98 um y la parte derecha inferior esta a z = -6,7 um. La barra de escala representa 6 um. En
2610, se muestra la eficiencia de administracion a células vivas de dispositivos de 10 um - 6 um (o), 20 um - 6 pm
(0), 30 um - 6 um (A) y 40 um - 6 um (0). El eje de tiempo indica la cantidad de tiempo transcurrido desde el
tratamiento inicial de células antes de exponerse a la disolucion de administracion objetivo. Todos los resultados se
midieron mediante citometria de flujo 18 horas tras el tratamiento. En 2620, intensidad promedio de la poblacion
celular sometida a administraciéon normalizada mediante células sin tratar para control para la autofluorescencia. Se
administran dextrano de 70 kDa conjugado con fluoresceina (lineas horizontales) y dextrano de 3 kDa conjugado
con azul pacifico (lineas diagonales) a la célula (ciclos 1 y 3) y se retiran de la célula (ciclo 2) en ciclos de
tratamiento consecutivos. El control representa células que soélo se expusieron a la disolucién de administracion y no
se trataron mediante el dispositivo. Todos los puntos de datos se realizaron por triplicado y las barras de error
representan dos desviaciones estandar.

Dado que las técnicas anteriores basadas en nanoparticulas y péptidos que penetran en células (CPP) aprovechan
rutas endocitésicas, se presentan evidencias que descartan la influencia de la endocitosis en el mecanismo de
administracion del presente objeto. La figura 26 ilustra en 2600 la microscopia confocal de células tratadas con
dextrano de 3 kDa conjugado con azul pacifico que demuestra tincion citosdlica difusa en contraposicion a la
caracteristica punteada que se esperaria de métodos endocitésicos. Ademas, cuando se llevan a cabo experimentos
de administraciéon a 4°C, una temperatura a la que se minimiza la endocitosis, la eficiencia de administracién se ve
minimamente afectada por la temperatura para ambos materiales de carga util de prueba, dextrano de 3 kDa y de
70 kDa. Estos datos indican que es poco probable que la endocitosis sea responsable de la administracion en este
sistema.

Se caracterizé la cinética de administracion a lo largo del tiempo. Se trataron células mediante el presente objeto en
ausencia de material de administracion y posteriormente se expusieron a dextrano de 3 kDa marcado con azul
pacifico a intervalos de tiempo definidos tras el tratamiento. En este enfoque, a medida que las células pasan a
través del estrechamiento se altera su membrana; sin embargo, no se produce ninguna administracion medible
hasta que se exponen al dextrano marcado. Por tanto, la eficiencia de administracién en cada punto de tiempo
reflejara la proporcion de células que permanecian porosas durante esa cantidad de tiempo tras el tratamiento. Este
método captura la cinética de la formacién/cierre de poros. Los resultados indican que casi el 90% de la
administraciéon se produce dentro del primer minuto tras el tratamiento independientemente del disefio de dispositivo
(2610). La escala de tiempo observada respalda la hipotesis de formacion de poros ya que trabajos anteriores sobre
la cinética de reparacion de membrana han notificado que el sellado de membrana se produce a aproximadamente
30 s tras inducirse una lesiéon. En cambio, la escala de tiempo recomendada para métodos endocitésicos tales como
mecanismos de administracion mediados por nanoparticulas y CPP es del orden de horas.

Dado que la administracion de material a través de los poros de membrana es por difusién, puede intercambiarse
material al interior y al exterior de la célula a lo largo de toda la vida util del poro. Por otro lado, los mecanismos
endocitésicos o por conveccion deben ser unidireccionales, es decir, sélo facilitan el transporte de material en la
célula. Para demostrar el transporte bidireccional de material a través de la membrana celular, se llevé a cabo un
experimento que consistia en 3 ciclos de administracién. En el primer ciclo, se trataron células en presencia de
dextrano de 3 kDa y de 70 kDa, se incubaron durante 5 min en la disolucidon de dextrano y se lavaron dos veces con
PBS. Se conservé un tercio de la muestra y se sembré en placa para su seguimiento. En el segundo ciclo, se
trataron de nuevo las células lavadas restantes mediante el dispositivo pero en ausencia de cualquier material de
administracion y se incubaron durante otros 5 min. La mitad de esta muestra se sembré en placa para su
seguimiento. En el tercer ciclo, se hicieron pasar las células restantes del segundo ciclo a través del dispositivo en
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las mismas condiciones que el primer ciclo (es decir, en presencia de dextrano), se incubaron durante 5 minutos y se
lavaron dos veces en PBS. Se analizaron las células mediante citometria de flujo 18 horas tras el experimento. Los
cambios en la intensidad de fluorescencia normalizada demuestran una difusion neta de dextrano en las células
durante el primer ciclo, fuera de las células durante el segundo y de vuelta al interior durante el tercero (2620). Por
tanto, estos resultados son compatibles con el mecanismo de administracion por difusion.

La figura 27 ilustra un modelo de difusion en 2D simplificado desarrollado en un paquete de software conocido como
COMSOL Multiphysics que simula la difusién pasiva de material en una célula a través de una membrana sometida
a poracion. COMSOL Multiphysics es un paquete de software de analisis de elementos finitos, resolucion y software
de simulacion / FEA desarrollado por COMSOL para diversas aplicaciones de fisica e ingenieria, especialmente
fendmenos acoplados, o multifisica. En 2700, se muestra la administracion/pérdida de material en funcién de la
difusividad de membrana. Los resultados de simulacion indican el porcentaje de material administrado/perdido de la
célula en funcién de la difusividad de membrana cuando el material de interés esta en el tampoén (o) o en la célula
(o) en el momento de la poracion. En 2710 se encuentra una representacion grafica del sistema simulado y el
gradiente de concentracion que se forma a través de la membrana si se administra material desde el tampoén hasta
la célula.

Usando valores de la bibliografia para difusividades de particula dentro y fuera del citoplasma celular, se recrearon
cualitativamente los resultados experimentales de la figura 26 con difusion como uUnico modo de transferencia de
masa. Ademas, ajustando los datos experimentales a este modelo, esta técnica administra el 10-40% del material de
administracion en el tampon al interior del citosol celular. En comparacioén, se estima que los métodos de CPP para
administracion de proteinas sélo administran el 0,1% del material de tampon al citosol.

El tamafo de una particula (o radio hidrodinamico) afecta a su difusividad y a su capacidad para entrar en los poros
de membrana de un tamafio particular. Por tanto, este parametro afecta a la eficiencia de administracion en el
mecanismo de formacion de poros/difusion. En una serie de experimentos, se administraron cargas Utiles de prueba
de dextranos de 3 kDa, 10 kDa, 70 kDa, 500 kDa y 2 MDa conjugados con fluoresceina o azul pacifico. También se
administraron plasmidos marcados con fluoresceina que se estimaba que tenian 3,1 MDa. Estas moléculas de
modelo se seleccionaron basandose en su similitud en cuanto al peso molecular con respecto a materiales de
administracion de interés. Por ejemplo, los dextranos de 3 kDa - 10 kDa tienen un tamario similar a algunos péptidos
cortos o ARNip, mientras que el intervalo de 70 kDa - 2 MDa imita el tamafio de la mayoria de las proteinas y
algunas nanoparticulas pequefias.

La figura 28 ilustra resultados de una administraciéon en dos niveles de material. En 2800, se muestra la eficiencia de
administracién a células vivas, en funcion de la velocidad, para células Hela tratadas con dextrano de 3 kDa
conjugado con azul pacifico (o), de 70 kDa conjugado con fluoresceina (o) y de 2 MDa (A). Este experimento se
llevd a cabo con un chip de 10 um - 6 um x 5. Todos los puntos de datos se realizaron por triplicado y las barras de
error representan dos desviaciones estandar. 2810 y 2820 ilustran superposiciones de histogramas de datos de
citometria de flujo para células HeLa que no se trataron (rojo), tratadas a 700 mm/s (verde), tratadas a 500 mm/s
(naranja), tratadas a 300 mm/s (azul claro) o solo expuestas al material de administracion (control, azul oscuro). El
material de administracion consistio en dextrano de 3 kDa conjugado con azul pacifico (2810) y dextrano de 70 kDa
conjugado con fluoresceina (2820).

Los experimentos han mostrado que moléculas mayores de 70 kDa tienen un perfil de administracion diferente con
respecto a dextrano de 3 kDa (2800). El dispositivo produjo una administracion en dos niveles en la que un
dispositivo de 10 um - 6 um x 5 que se hace funcionar a 500 mm/s, por ejemplo, permite que mas del 90% de células
vivas reciban las moléculas de 3 kDa, mientras que aproximadamente el 50% reciben las moléculas de 70 kDa y
2 MDa mas grandes.

Los histogramas correspondientes a estos datos de citometria de flujo indican que la administracién de dextrano de
3 kDa produce dos picos diferenciados (2810). En la primera subpoblacién, las células muestran niveles de
administracion leves tal como se observa mediante un desplazamiento de pico con respecto a controles (los
controles representan la endocitosis y la unién a superficie tal como se describid anteriormente para los puntos de
datos de 0 mm/s) con un aumento de 2-6 veces en la intensidad de fluorescencia promedio. En la segunda
poblacién, las células muestran niveles de administracion potenciados correspondientes a un aumento de 20-100
veces en la intensidad de fluorescencia promedio con respecto a controles. Este efecto puede indicar que esta
Ultima subpoblacién de células se sometié a una poraciéon mas intensa que la primera, permitiendo de ese modo un
aumento de casi 10 veces en el flujo de entrada de material. De hecho, tal como se ilustra mediante las curvas de
300 mm/s, 500 mm/s y 700 mm/s, al aumentar la intensidad de tratamiento, aumentando las velocidades de
funcionamiento, parece aumentar la proporcién de células con administracion potenciada. Se observa una
caracteristica similar para la administracion de moléculas de dextrano de 70 kDa mas grandes (2820). Sin embargo,
el efecto es menos pronunciado, ya que la difusividad de particulas inferior y posibles efectos de exclusién molecular
reducen la cantidad global administrada. La poblacion de administracion leve (primer pico) sélo muestra un aumento
de 1,5-2 veces en la intensidad fluorescente promedio en comparacién con las 2-6 veces observadas en el caso de
3 kDa. Este efecto puede explicar la discrepancia en los datos de administracion en 2800 ya que en el caso de
moléculas mas grandes puede ser dificil distinguir la poblacion de administracion leve con respecto a controles
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basandose en la presente definicion de administracion. Como resultado, para moléculas mas grandes, tales como el
dextrano de 70 kDa y 2 MDa, se mide en gran medida la segunda poblacion de administracion potenciada.

Para verificar que el material administrado mediante deformacion mecanica rapida es activo y esta biolégicamente
disponible en el citosol celular, se llevo a cabo una serie de experimentos administrando carga util de prueba, ARNip
de silenciamiento de GFP (Ambion, EE.UU.), a células HelLa que expresaban GFP desestabilizada. Se observd
silenciamiento de GFP dependiente de la dosis y especifico de secuencia (hasta el 80%) a las 18 horas tras el
tratamiento. La resistencia de silenciamiento génico frente a la velocidad celular y el disefio de dispositivo fueron
compatible con experimentos de administracion de dextrano, de tal manera que velocidades superiores y disefios de
multiples estrechamientos proporcionaron un mayor silenciamiento génico. Se us6 Lipofectamine 2000 como control
positivo en estos experimentos. El disefio de dispositivo y los parametros de funcionamiento no se optimizaron para
la administracion de ARNip antes de realizar estos experimentos.

La figura 29 ilustra datos referentes a la administracion de ARNip, proteinas y nanoparticulas. En 2900, se ilustra el
silenciamiento génico en funciéon del tipo de dispositivo y la velocidad celular, en células HeLa que expresan GFP
desestabilizada 18 horas tras la administracion de ARNip anti-eGFP usando un chip de 10 um - 6 um x 5 a una
concentracion de administracion de 5 uM. Se usé Lipofectamine 2000 como control positivo. En 2910, se muestra la
eficiencia de administracion de dextrano de 70 kDa marcado con fluoresceina y de 3 kDa marcado con azul pacifico
mediante deformacién mecanica rapida y electroporacion. Cada tipo de dextrano estaba a una concentracion de
0,1 mg/ml en la disolucion de administracion. En 2920, se muestran la eficiencia de administracion de albumina
sérica bovina marcada con fluoresceina (o), la eficiencia de administracion de dextrano de 3 kDa conjugado con azul
pacifico (o) y la viabilidad celular (A), en funcion de la velocidad, usando un dispositivo de 30 um - 6 um. En 2930, se
muestran microfotografias fluorescentes de células Hela inmediatamente después de la administracion de
anticuerpos frente a tubulina con una etiqueta de Alexa Fluor 488. Barras de escala a 5 um. En 2940 y 2950 se
muestran imagenes de microscopia electrénica de efecto tunel (TEM) de nanoparticulas de oro (algunas indicadas
mediante flechas) en células fijadas ~1 s tras el tratamiento mediante un dispositivo de 10 um - 6 um x 5. Barras de
escala a 500 nm. Todos los puntos de datos se realizaron por triplicado y las barras de error representan dos
desviaciones estandar.

En experimentos adicionales, se explora el potencial de administraciéon al citosol para aplicaciones anteriormente
desafiantes, tales como administracion de proteinas y nanoparticulas. Para comparar el rendimiento del presente
objeto con métodos comercialmente disponibles, se administré6 dextrano de 3 kDa y de 70 kDa, como modelo de
proteina, a fibroblastos humanos usando el presente objeto y un sistema de electroporacion Neon (Invitrogen). Los
resultados indican que la deformaciéon mecanica rapida proporciona un aumento de 7 veces o mas en la eficiencia
de administracion para tales macromoléculas (2910). Para trasladar el método a la administracion de proteinas, se
uso un dispositivo de 30 pm - 6 um de diametro de canal para administrar albumina sérica bovina (BSA) marcada
con fluoresceina a células HelLa a una eficiencia de hasta el 44% mientras se mantenian viabilidades por encima del
90% (2920). También se administraron anticuerpos frente a tubulina marcados con Alexa Fluor 488 (BioLegend) a
células Hela tras el tratamiento con un dispositivo de 30 um - 6 um usando una concentracion de anticuerpo de 0,25
mg/ml (2930). La tincion difusa indica que el material no esta atrapado en endosomas y, por tanto, es adecuado para
la tincion con anticuerpos de células vivas de estructuras celulares en el citosol. También se administré
satisfactoriamente apolipoproteina E usando esta técnica.

Para la administracion de nanoparticulas, imagenes de TEM de células fijadas ~1 s tras la deformacion (2940 y
2950) demuestran la administracion de nanoparticulas de oro de 15 nm recubiertas con PEG1000. Las
nanoparticulas de oro parecen estar principalmente no agregadas y no se secuestraron de manera visible en
endosomas. En estas imagenes, se observaron evidencias de diversos defectos en el citoplasma celular
responsables de la administracion. Se ha demostrado un alto rendimiento, administraciéon no citotdoxica de puntos
cuanticos directamente al citosol celular (un objetivo que técnicas anteriores se han esforzado por lograr). En estos
experimentos, se administraron puntos cuanticos con un colorante Rox unido a su superficie mediante deformacion
mecanica rapida y se observaron a lo largo del tiempo. Estos datos proporcionaron una eficiencia de administracion
estimada minima del 35% y confirmaron que los puntos cuanticos administrados estaban en el citosol y
quimicamente accesibles para el entorno intracelular.

Se forman poros transitorios mediante deformacién mecanica rapida de una célula a medida que pasa a través de
un estrechamiento microfluidico. Los datos respaldan este mecanismo demostrando una tincién citosolica difusa
(figura 26 en 2600), funcionalidad de ARNip (figura 29 en 2900) y el movimiento bidireccional de material a través de
la membrana sometida a poracion (figura 26 en 2920). Se han identificado varios parametros, tales como
dimensiones de estrechamiento, nimero de estrechamientos en serie y velocidad celular, que afectan a la eficiencia
de administracion y viabilidad (figura 25). Por tanto, pueden usarse estos parametros para optimizar el disefio de
dispositivo para aplicaciones individuales basandose en el tipo de célula y el tamafio del material de administracion.

En el ejemplo 2, esta técnica se basa en el sistema microfluidico, que puede incorporarse en un sistema integrado

mas grande que consiste en multiples etapas previas al tratamiento antes de la administracion y etapas analiticas o
de clasificacion posteriores al tratamiento. A una tasa de rendimiento promedio de 10.000 células/s, el dispositivo de
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administracion puede colocarse, por ejemplo, en linea con una maquina de citometria de flujo para clasificar células
o realizar otras tareas analiticas inmediatamente después de la administracion.

Los dispositivos, sistemas y métodos descritos en el presente documento proporcionan un nimero de 30 ventajas
posibles con respecto a métodos existentes. De manera similar a la electroporaciéon y la microinyeccion, es un
mecanismo basado en poracion y, por tanto, no se basa en materiales exdgenos, modificacion quimica de cargas
utiles o rutas endocitésicas. Sin embargo, a diferencia de la electroporacion, no se basa en campos eléctricos que
tienen un éxito limitado en la administracion de proteinas, puede dafar alguna carga util o provocar citotoxicidad. De
hecho, los presentes resultados han demostrado una viabilidad relativamente alta en la mayoria de las aplicaciones
y cargas Utiles sensibles, tales como puntos cuanticos, que parecen no dafiarse. Por tanto, el presente objeto
proporciona ventajas significativas en areas tales como el marcaje y seguimiento de material citosdlico en las que el
dafo de puntos cuanticos debido a electroporacién puede ser un problema y el uso de métodos de administracion
quimicos puede restringir la gama de quimicas de superficie disponibles.

El ejemplo 2 también ha demostrado la capacidad del dispositivo para administrar proteinas al citosol celular. Los
datos y las estimaciones de modelado indican que el presente objeto puede administrar 10-100 veces mas material
por célula con respecto a practicas anteriores, tales como el uso de electroporacién o péptidos que penetran en
células. Esta mejora en las tasas de administraciéon proporciona un método potente para su uso en reprogramacion
celular basada en proteinas, por ejemplo, en la que la administracion de factores de transcripcion al citosol celular es
un obstaculo principal para desarrollar métodos fiables de generacion de iPSC. También puede usarse el presente
objeto para estudiar el mecanismo de enfermedad mediante la administracion de diversas proteinas/péptidos de
interés. De hecho, el presente objeto puede usarse para el examen de alto rendimiento de bibliotecas de péptidos
porque, a diferencia de la mayoria de las técnicas basadas en CPP o nanoparticulas, el presente objeto es
insensible a la quimica y estructura de proteinas, no se basa en rutas endocitdsicas y no afecta a la funcionalidad de
proteinas.

Dado que el presente objeto ha demostrado el potencial para administracion a células primarias, la administracion al
citosol mediante deformaciéon mecanica rapida puede implementarse como un mecanismo de tratamiento ex vivo. En
este enfoque, las células diana del paciente, aisladas a partir de la sangre u otro tejido, se tratan mediante el
dispositivo fuera del cuerpo del paciente y después vuelven a introducirse en el cuerpo. Un enfoque de este tipo
aprovecha la eficiencia de administracion aumentada de productos terapéuticos de proteinas o nanoparticulas y es
mas seguro que las técnicas existentes porque elimina la necesidad de particulas de vector potencialmente toxicas y
mitiga cualquier posible efecto secundario asociado con el aclaramiento reticuloendotelial y la administracion fuera
de la diana.

En el ejemplo 2, los dispositivos basados en silicio se fabricaron en una instalacion de microfabricacion usando
técnicas de fotolitografia y grabado quimico profundo por iones reactivos. En este procedimiento, se tratan obleas de
silicio de 6” con un grosor de 450 um con hexametildisilazano (HMDS), se recubren por centrifugacion con material
fotosensible (OCG934, FujiFilm) durante 60 s a 3000 rpm, se exponen a luz UV (EV1-EVG) a través de una mascara
cromatica con el disefio de canal de estrechamiento y se revelan en disolucion de AZ405 (AZ Electronic Materials)
durante 100 s. Tras 20 min de coccién a 90°C, se grabé quimicamente la oblea mediante grabado quimico profundo
por iones reactivos (SPTS Technologies) hasta la profundidad deseada (normalmente, en este ejemplo, 15 um). Se
us6 un tratamiento de tipo pirafia (H202 y H»SO4) para eliminar cualquier material fotosensible restante tras
completarse el procedimiento de grabado quimico. Para grabar quimicamente los orificios de acceso (es decir,
entrada y salida) se repitié el procedimiento en el lado opuesto de la oblea (es decir, el que no contenia los canales
grabados quimicamente) usando una mascara diferente, que contiene los patrones de orificios de acceso y un
material fotosensible mas grueso, AZ9260 (AZ Electronic Materials).

Se uso limpieza con plasma de oxigeno y RCA para eliminar cualquier impureza restante. Se us6 oxidacion en
humedo para hacer crecer 100-200 nm de 6xido de silicio antes de unir la oblea de manera anddica a una oblea de
Pyrex y se corté para dar dispositivos individuales. Se inspeccioné individualmente cada dispositivo para detectar
defectos antes de su uso.

Antes de cada experimento, se montaron dispositivos sobre un soporte con depdsitos de entrada y salida (todos
disefiados de manera personalizada y producidos por Firstcut). Estos depdsitos se interconectan con el dispositivo
usando juntas téricas de Buna-N (Mc-Master-Carr) para proporcionar un sellado apropiado. El depésito de entrada
se conecta a un sistema regulador de presion usando tubos de Teflon para proporcionar la fuerza motriz necesaria
para empujar material a través del dispositivo. El ejemplo 2 puede adaptarse a presiones de hasta 4.826 bar (70 psi).

El cultivo celular del ejemplo 2 incluy6 células HeLa (ATCC), HeLa que expresaban GFP y DC2.4 (ATCC) que se
cultivaron en medio esencial modificado por Dubelco de alto contenido en glucosa (DMEM, Mediatech)
complementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% (Atlanta Biologics) y penicilina-estreptomicina al 1%
(Mediatech). Se cultivaron células de fibroblastos humanos primarios (NuFF) (Globalstem) en DMEM de alto
contenido en glucosa complementado con FBS al 15%. Se mantuvieron las células en una incubadora a 37°C y el
5% de CO,. Cuando era aplicable, se suspendieron células adherentes mediante tratamiento con ftripsina al
0,05%/EDTA (Mediatech) durante 5-10 min.
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Se hicieron crecer células madre embrionarias de raton (mESC) en fibroblastos embrionarios de ratén (Chemicon)
en medios que consistian en el 85% de DMEM desactivado, el 15% de suero bovino fetal, glutamina 1 mM, beta-
mercaptoetanol 0,1 mM y el 1% de aminoacidos no esenciales suplantados por 1000 unidades/ml de LIF (Millipore,
EE.UU.). Se sometieron las células a pase cada 2-3 dias usando tripsina al 0,25%/EDTA. Cuando se trataron con el
dispositivo, las mESC eran capaces de volver a formar colonias y conservaban una morfologia normal incluso
2 semanas después del tratamiento.

Para realizar un experimento para el ejemplo 2, en primer lugar se suspendieron células en el tampén de
administracion deseado (medio de crecimiento, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o PBS complementada
con FBS al 3% y F-68 Pluronics al 1% (Sigma)), se mezclaron con el material de administracion deseado y se
colocaron en el depodsito de entrada del dispositivo. Este depdsito se conecta a una linea de aire comprimido
controlada mediante un regulador y se uso la presion seleccionada (0-4.826 bar (0-70 psi)) para impulsar el fluido a
través del dispositivo. Después se recogen células tratadas a partir del depésito de salida. Se incubaron las células a
temperatura ambiente en la disolucion de administracion durante 5-20 min tras el tratamiento para garantizar el
cierre de poros antes de someterse a ningun tratamiento adicional.

En los experimentos del ejemplo 2 que comparaban la administracion de dextranos de diferente tamafio o proteina
frente a dextrano, se administraron conjuntamente las moléculas de interés, es decir, se usaron en el mismo
experimento, con la misma poblacion celular, en el mismo dispositivo y se diferenciaron basandose en sus
marcadores fluorescentes. Todas las condiciones de experimentacion se llevaron a cabo por triplicado y las barras
de error representan dos desviaciones estandar.

Para administrar moléculas de dextrano marcadas de manera fluorescente (Invitrogen) o apolipoproteina E
(Invitrogen), los experimentos del ejemplo 2 se llevaron a cabo tal como se describié anteriormente de tal manera
que el tampdén de administracion contenia 0,1-0,3 mg/ml de dextrano o 1 mg/ml de apolipoproteina E,
respectivamente.

Para administrar BSA conjugada con fluoresceina (Invitrogen), en primer lugar se incubaron células en medios de
cultivo que contenian 5 mg/ml de BSA sin marcar (Sigma) durante 2 horas a 37°C y después se trataron con el
dispositivo del ejemplo 2 usando un tampoén de administracion que contenia 1 mg/ml de la BSA conjugada con
fluoresceina. La etapa de incubacién previa estaba destinada a minimizar la unién no especifica de BSA marcada de
manera fluorescente a la superficie celular.

Se midié el silenciamiento de GFP para el ejemplo 2 como la reduccion en porcentaje en la intensidad de
fluorescencia promedio de una poblaciéon celular con respecto a controles sin tratar. Se prepararon particulas de
Lipofectamine 2000 + ARNip combinando 1 pug de ARNip con 1 pl de reactivo Lipofectamine 2000 en 100 pul de PBS.
Tras 20 min de incubacidon a temperatura ambiente, se afadieron 20 ul de esta mezcla a cada pocillo de
experimentacion que contenia ~20.000 células y 100 ul de medios. Se dejo que las células se incubaran con las
particulas durante 18 horas antes del analisis.

En el ejemplo 2, se prepararon nanoparticulas de oro conjugando polietilenglicol (PEG) de 1000 MW terminado en
tiol a la superficie de nanoparticulas, después se lavd el PEG en exceso cuatro veces mediante centrifugacion
(10.000 rcf durante 30 min) y se suspendié el material resultante en PBS hasta una concentracion final de 100 nM.
Para obtener imagenes de la administracion de GNP a células HelLa, se suspendieron las células en PBS
complementada con FBS al 3%, F-68 Pluronics al 1% y 47 nM de GNP; se trataron mediante un dispositivo de
10 um - 6 um x 5 y se fijaron en glutaraldehido al 2,5% (p/v), paraformaldehido al 3% (p/v) y sacarosa al 5,0% (p/v)
en tampon de cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,4). Tras una fijacion durante la noche, se fijaron posteriormente las
células en OsO;4 al 1% (p/v) en tampdn de acetato de veronal durante 1 h. Después se tifieron en bloque durante la
noche con acetato de uranilo al 0,5% en tampdn de acetato de veronal (pH 6,0), se deshidrataron y se incorporaron
en resina de Spurr. Se cortaron secciones en un dispositivo Reichert Ultracut E (Leica) a un grosor de 70 nm con
una cuchilla de diamante. Se examinaron las secciones con un microscopio electronico EM410 (Phillips).

En el ejemplo 2, se usd un sistema de electroporacion Neon (Invitrogen) para transfectar células NuFF con
dextranos de 70 kDa marcado con fluoresceina y de 3 kDa marcado con azul pacifico. Se siguio el procedimiento del
fabricante en el lavado de células y la suspension de las mismas en los tampones apropiados. Se trataron las
células usando una punta de 10 pl a una densidad de 107 células/ml con una concentracién de dextrano de
0,1 mg/ml. Las tres condiciones usadas fueron las siguientes: 1) un pulso de 20 ms de 1700 V, 2) tres pulsos de
10 ms de 1600 V, 3) dos pulsos de 20 ms de 1400 V. Las condiciones tanto 1 como 3 las recomendaba el fabricante
como condiciones éptimas para la transfeccion de células de fibroblastos humanos con eficiencias de administracion
de plasmido de eGFP del 84% y el 82%, respectivamente.

En las imagenes confocales del ejemplo 2, se centrifugaron muestras a 800 rcf durante 4 min y se lavaron 2-3 veces

con PBS antes de la obtencién de imagenes. Se tomaron imagenes confocales de células vivas usando la unidad de
adicién confocal C1 en un microscopio invertido Nikon TE2000-U con una lente de inmersién en agua de aumento

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2764 105 T3

60x. Se excitaron muestras de fluorescencia mediante un laser de 405 nm y se detectaron usando un filiro DAPI
convencional (Nikon).

En la microscopia de fluorescencia del ejemplo 2, se centrifugaron muestras a 800 rcf durante 4 min y se lavaron 2-
3 veces con PBS antes de la obtencion de imagenes. Se obtuvieron imagenes usando un microscopio invertido
Axiovert 200 (Zeiss) equipado con lentes Neofluar (Zeiss). Se proporciond excitacion de fluorescencia mediante una
lampara de mercurio X-cite 120Q (Light Dynamics). El microscopio esta equipado con una camara Hamamatsu
C4742-95 (Hamamatsu) y se analizaron imagenes mediante ImageJ (NIH).

En la citometria de flujo del ejemplo 2, para el analisis de células tras un experimento de administracion, se lavaron
células 2-3 veces con PBS (>100 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos). Después volvieron a suspenderse en
PBS complementada con FBS al 3%, F-68 Pluronics al 1% y yoduro de propidio 10 ng/ml (Sigma). Se analizaron las
células en un dispositivo LSR Fortessa (BD Biosciences) o FACSCanto (BD Biosciences) equipado con un robot de
muestreo de alto rendimiento. Se usaron los laseres de 405 nm y 488 nm para la excitacion de los fluoréforos
deseados. Se detectaron sefiales de yoduro de propidio (tincién viva/muerta), fluoresceina y azul pacifico usando
filtros de 695 nm de paso largo, de 530/30 y de 450/50, respectivamente. Se llevé a cabo el analisis de datos usando
software FACS Diva (BD Biosciences) y FlowJo (FlowJo).

Ejemplo 3 - Células madre y células inmunitarias

Se administraron satisfactoriamente proteinas, nanoparticulas, ARNip, ADN y nanotubos de carbono a once tipos de
células diferentes, incluyendo células madre embrionarias y células inmunitarias. De hecho, la capacidad para
administrar materiales estructuralmente diversos y su aplicabilidad a células primarias dificiles de transfectar indican
que el dispositivo y los métodos tienen una amplia aplicabilidad en aplicaciones de investigacion y clinicas.

En el ejemplo 3, cada dispositivo consiste en 45 canales microfluidicos paralelos idénticos, que contienen uno o mas
estrechamientos, grabados quimicamente sobre un chip de silicio y sellados mediante una capa de Pyrex. La
anchura y la longitud de cada estrechamiento (descritas en mas detalle a continuacion) oscilan desde 4-8 um y 10-
40 um, respectivamente. El dispositivo del ejemplo 3 se hico funcionar normalmente a una tasa de rendimiento de
20.000 células/s, proporcionando cerca de un millén de células tratadas por dispositivo antes del fallo, debido a la
obstruccion. El disefio de canales paralelos se eligio para aumentar el rendimiento, al tiempo que se garantizaba un
tratamiento uniforme de células, porque cualquier obstruccion o defecto en un canal no puede afectar a la velocidad
de flujo en canales vecinos (el dispositivo puede hacerse funcionar a presion constante). Antes del uso, el dispositivo
puede conectarse en primer lugar a una interconexion de acero que conecta los depdsitos de entrada y de salida al
dispositivo de silicio. Después puede colocarse una mezcla de células y el material de administracion deseado en el
depdsito de entrada y se unen tubos de Teflon a la entrada. Después puede usarse un regulador de presion para
ajustar la presion en el depdsito de entrada e impulsar las células a través del dispositivo. Las células tratadas
pueden recogerse del deposito de salida.

Los parametros que influyen en la eficiencia de administracion que se han identificado (véase, por ejemplo, el
ejemplo 2 anterior) pueden incluir la velocidad celular, las dimensiones de estrechamiento y el nimero de
estrechamientos (alterando de ese modo las tasas de cizalladura y de compresion experimentadas por las células).
Por ejemplo, la eficiencia de administracion de moléculas de dextrano de 3 kDa marcado con azul pacifico
impermeables a la membrana a células vivas HeLa aumenta de manera monotdnica con la velocidad celular a través
de diferentes disefios de estrechamiento (por ejemplo, la figura 25 en 2500). Las dimensiones de estrechamiento
también tienen un impacto sobre la administracion; al aumentar la longitud de estrechamiento desde 20 um hasta
40 um casi se duplico la eficiencia de administracion a todas las velocidades de funcionamiento (por ejemplo, la
figura 25 en 2500), con un efecto minimo sobre la viabilidad (por ejemplo, la figura 25 en 2510). La reduccion de la
anchura de estrechamiento tuvo un efecto similar. Al aumentar el nimero de estrechamientos en serie también se
aumento la eficiencia de administracion de tal manera que un dispositivo con cinco estrechamientos en serie de 10
pm de longitud funciond mejor que un disefio individual de 10 um, 20 um o 40 um de longitud a lo largo de todas las
velocidades celulares (por ejemplo, la figura 25 en 2500 y 2510). En estos datos, los puntos de datos de 0 mm/s
corresponden al caso de control mediante el cual las células se someten al mismo tratamiento que las otras
muestras pero no se hacen pasar a través del dispositivo, reflejando de ese modo cualquier efecto endocitdsico o de
union a superficie.

Para investigar la versatilidad de la técnica, se evalud su capacidad para administrar moléculas de dextrano de
modelo a varios tipos de células que tradicionalmente son dificiles de transfectar, especialmente células inmunitarias
y células madre. Se usaron dextrano de 70 kDa y de 3 kDa marcados de manera fluorescente para estos
experimentos porque son similares en cuanto a tamafio a muchas moléculas de proteinas y ARNiIp,
respectivamente, faciles de detectar mediante citometria de flujo y tienen efectos de union a superficie minimos ya
que tienen carga negativa.

La figura 30 ilustra la aplicabilidad del presente objeto a lo largo de tipos de células. En 3000 se muestra la eficiencia
de administracion y la viabilidad de células NuFF tratadas con un dispositivo de 30 pm - 6 pum para administrar
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dextrano de 3 kDa y de 70 kDa. En 3010 se muestra la eficiencia de administracion y la viabilidad de células
dendriticas murinas aisladas de bazo tratadas con un dispositivo de 10 um - 4 um para administrar dextrano de
3 kDa y de 70 kDa. En 3020 se muestra la eficiencia de administracion y la viabilidad de células madre embrionarias
murinas tratadas con un dispositivo de 10 um - 6 um para administrar dextrano de 3 kDa y de 70 kDa. En 3030 se
muestra la eficiencia de administracion de dextrano de 3 kDa y en 3040 se muestra de 70 kDa a células B (CD19%),
células T (TCR-B*) y macrofagos (CD11b) aislados a partir de sangre completa de ratén mediante centrifugacion y
tratados mediante dispositivos de 30 um - 5 um y 30 um - 5 um x 5 a 1000 mm/s. Se marcaron dextrano de 3 kDa y
de 70 kDa con azul pacifico y fluoresceina, respectivamente. Todos los puntos de datos se realizaron por triplicado y
las barras de error representan dos desviaciones estandar.

Usando diversos disefios de dispositivo, se administraron moléculas de dextrano a fibroblastos de prepucio humanos
de recién nacido (NuFF) (3000), células dendriticas murinas primarias (3010) y células madre embrionarias (3020).
Estos experimentos proporcionaron una pérdida minima (<25%) en la viabilidad celular (3000, 3010 y 3020) y los
resultados en células madre embrionarias murinas indican que el método no induce diferenciacion. En estudios
adicionales, se aislaron glébulos blancos (capa leucocitaria) a partir de sangre murina mediante centrifugacion y se
trataron con el dispositivo. Las células B, las células T y los macrofagos, tal como se diferencian mediante tincion
con anticuerpos, indicaron la administracion satisfactoria de dextrano tanto de 3 kDa como de 70 kDa (3030 y 3040).

Con el fin de ilustrar el potencial del presente objeto para abordar los desafios de administracion actuales, se
llevaron a cabo varios experimentos en aplicaciones posibles que oscilaban desde reprogramacion celular hasta
deteccion basada en nanotubos de carbono. Ademas de los materiales especificos de aplicacién detallados a
continuacion, el presente objeto ha demostrado la administracion satisfactoria de una variedad de cargas utiles de
prueba tales como apolipoproteina E, albimina sérica bovina y plasmidos de GFP.

La figura 31 ilustra datos de administracion de nanomateriales y anticuerpos. En 3100 se muestra la eficiencia de
administracion y la viabilidad de células Hela tratadas con un dispositivo de 10 um - 6 pm x 5 para administrar
dextrano de 3 kDa marcado con azul pacifico y nanotubos de carbono envueltos en ADN marcados con Cy5. En
3110 se muestran imagenes de células de campo brillante superpuestas con dispersion de Raman en la banda G
(rojo) para indicar la administracion de nanotubos de carbono en células tratadas (izquierda) frente a endocitosis
(derecha). Barras de escala a 2 um. En 3120 se muestra una microfotografia fluorescente de una célula HeLa 18 h
tras la administracion de dextrano de 3 kDa marcado con azul pacifico (panel central) y anticuerpos frente a tubulina
con una etiqueta de Alexa Fluor 488 (panel derecho). Barras de escala a 3 um. En 3130 se muestra la eficiencia de
administracion y la viabilidad de células Hela tratadas con un dispositivo de 10 um - 6 um x 5, a 500 mm/s, para
administrar anticuerpos anti-tubulina marcados con Alexa Fluor 488. Se compara la eficiencia de administracion a
diferentes concentraciones de anticuerpos con un control de endocitosis a 100 pug/ml y células sin tratar.

Verificacion de la administracion satisfactoria de nanotubos de carbono (encapsulados mediante un oligonucleétido
de ADN) mediante citometria de flujo (3100) y espectroscopia de Raman (3110). También se administraron
anticuerpos frente a tubulina (3120 y 3130) usando esta técnica, proporcionando una distribucion difusa a través de
toda la célula que era compatible con administracién al citosol. Los materiales anteriormente mencionados son
actualmente dificiles de administrar al citosol celular y cada material requiere con frecuencia una modificacion
especializada para facilitar la administracion. En el ejemplo 3, los cuatro materiales se administraron a células HelLa
usando el mismo conjunto de condiciones en un dispositivo de 10 ym - 6 pm x 5.

La administraciéon eficiente de proteinas a células primarias puede permitir varias aplicaciones terapéuticas. Un
desafio en la reprogramacion celular, por ejemplo, es la ineficiencia de métodos de administracion de proteinas
basados en CPP anteriores. La figura 32 ilustra aplicaciones de administracion de proteinas. En 3200 se muestra un
analisis de inmunotransferencia de tipo Western de administracion de c-Myc, Kif-4, Oct-4 y Sox-2 mediante péptidos
que penetran en células frente a un dispositivo de 10 um - 6 um para células NuFF. Cada una de las cuatro
proteinas tiene un grupo de 9 argininas (9R) adicional para facilitar la captacion. Las columnas de lisado (Ly)
corresponden al contenido en proteina de células que se lavan y someten a lisis mientras que las columnas de caldo
corresponden al contenido en proteina del entorno de medios. En 3210 se muestra la eficiencia de administracion y
la viabilidad de células dendriticas aisladas de bazo tratadas con un dispositivo de 10 um - 4 um para administrar
dextrano de 3 kDa marcado con azul pacifico y ovoalbumina marcada con Alexa Fluor 488. Todos los puntos de
datos se realizaron por triplicado y las barras de error representan dos desviaciones estandar.

Se examino la capacidad para administrar cuatro factores de transcripcion a modo de ejemplo (Oct4, Sox2, c-Myc y
KIf-4) a células de fibroblastos humanos y se compararon con un método de CPP (3200). Los resultados muestran
que, ademas de no basarse en endocitosis, que puede dejar mucho material atrapado en endosomas, la
administracion mediante deformacién mecanica rapida proporciona una eficiencia de administracion
significativamente superior para las 4 proteinas. Este resultado esta en linea con el trabajo de simulacion
anteriormente mencionado que indic6 que el presente objeto puede tener una mejora de 10-100 veces en la
administracion de proteinas con respecto a CPP.

La presentacion de antigenos en células dendriticas (DC) es otra area en la que el presente objeto ofrece una
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ventaja. Los investigadores han estado explorando métodos para expresar antigenos en los receptores de clase | del
MHC de DC para inducir una potente respuesta de células T citotdxicas. El presente objeto, que tiene implicaciones
clinicas directas en la preparacion de una vacuna contra el cancer, por ejemplo, se basa en la administracion al
citosol de proteinas antigénicas, porque la presentacion de clase | del MHC es casi exclusiva para proteinas
citosdlicas. Facilitando la administracion directa de material al citosol, el presente objeto sirve como plataforma para
generar una respuesta de células T citotdxicas in vivo contra un antigeno especifico. Para ilustrar esta capacidad, se
administro satisfactoriamente ovoalbumina marcada con Alexa 488, una proteina de antigeno de modelo, a células
dendriticas murinas derivadas del bazo (3210). A pesar de la tasa superior de endocitosis en este tipo de célula, el
dispositivo produjo un aumento significativo en las tasas de administracién con respecto a los controles de
endocitosis (0 mm/s). Ademas, el material administrado esta presente en el citoplasma gracias al mecanismo de
deformacion celular. Esta caracteristica es particularmente importante para la administracion de antigenos, porque la
presion citoplasmica es un requisito critico para la presentacion de antigeno de clase | del MHC.

El sistema del ejemplo 3 es una herramienta de investigacion habilitante con su capacidad para administrar
nanotubos de carbono, nanoparticulas de oro y anticuerpos (figura 31), tres materiales que son dificiles de
administrar con las técnicas actuales. El presente objeto expande significativamente la capacidad para analizar con
sonda procesos intracelulares facilitando la tincion con anticuerpos y puntos cuanticos de estructuras/proteinas de
células vivas y permitiendo el uso de nanotubos de carbono como sonda molecular citosdlica o sensor quimico.
Como método robusto de administraciéon de proteinas, puede usarse para el examen de alto rendimiento de
bibliotecas de péptidos/proteinas porque, a diferencia de la mayoria de las técnicas basadas en CPP o
nanoparticulas, este método es insensible a la quimica y estructura de proteinas, pero no se basa en rutas
endocitdsicas, y no afecta a la funcionalidad de proteinas.

Adicionalmente, el presente objeto es Util para terapia (figura 32). Por ejemplo, se aislan células diana de un
paciente a partir de la sangre u otro tejido, se tratan mediante el dispositivo para administrar el producto terapéutico
deseado y vuelven a introducirse en el cuerpo. Un enfoque de este tipo saca el maximo rendimiento de la eficiencia
de administracion aumentada de macromoléculas terapéuticas y es mas seguro que las técnicas existentes, porque
elimina la necesidad de particulas de vector potencialmente toxicas y mitiga cualquier posible efecto secundario
asociado con el aclaramiento reticuloendotelial y la administracion fuera de la diana.

Ejemplo 4 - Vacunaciones contra el cancer personalizadas

Los desafios actuales en la administracion intracelular de macromoléculas son una barrera significativa para
entender mejor los mecanismos de enfermedad y la implementacion de nuevos enfoques terapéuticos. A pesar de
recientes avances en la tecnologia de administracion, el tratamiento de células derivadas de pacientes sigue siendo
un desafio y los métodos actuales con frecuencia se basan en materiales exdgenos o campos eléctricos toxicos. La
plataforma microfluidica y los sistemas y métodos relacionados se basan en la deformaciéon mecanica de células
para facilitar la administracién. Este enfoque fisico controlado ha producido resultados en areas anteriormente
desafiantes, tales como reprogramacion celular basada en proteinas y administracion de puntos cuanticos.

La manera mas eficaz y directa de influir en el comportamiento de una célula es administrando agentes activos al
citoplasma celular. Por tanto, la administracién intracelular de macromoléculas desempefia un papel critico en
investigacion y desarrollo (1+D), con aplicaciones que oscilan desde el descubrimiento de farmacos hasta el estudio
de procesos bioquimicos para aplicaciones terapéuticas. Sin embargo, los métodos actuales tienen limitaciones. Con
frecuencia tienen una baja eficacia en células derivadas de pacientes (primarias), se basan en material exégeno o
campos eléctricos tdxicos y no son adecuados para la administracion de materiales estructuralmente diversos, tales
como proteinas.

Una plataforma de administracion robusta capaz de abordar estos problemas permite avances significativos en
investigacion bioldgica y sirve como base para una nueva generacion de terapias tales como vacunacion contra el
cancer personalizada. Un método de administracion de proteinas eficaz para células inmunitarias, por ejemplo,
puede servir como plataforma de vacunacién contra el cancer.

Tal como se describid anteriormente, los dispositivos microfluidicos, los sistemas relacionados y los métodos
descritos en el presente documento facilitan la administracién intracelular de material deformando rapidamente una
célula a medida que pasa a través de un estrechamiento. El procedimiento de deformacién provoca una alteracion
transitoria de la membrana celular y de ese modo permite la difusion pasiva de material desde el tampon circundante
en el citosol celular. Eliminando la necesidad de los materiales exégenos y campos eléctricos en los que se basan
los métodos actuales, este enfoque proporciona un enfoque robusto simplificado para la administraciéon con toxicidad
reducida. Por tanto, este método puede servir como una plataforma amplia para administracién intracelular de
macromoléculas con ventajas en algunas aplicaciones clinicas y de investigacion, tales como vacunacion contra el
cancer.

La figura 34 es una ilustracion que representa un sistema en el que la sangre de un paciente se trata mediante un

dispositivo microfluidico para la administracién de macromoléculas. Una realizaciéon del presente objeto incluye un
sistema en el que se tratan células dendriticas (DC), aisladas a partir de la sangre de un paciente, mediante el
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dispositivo, ex vivo, para activarlas contra un antigeno canceroso particular y después vuelven a introducirse en el
torrente sanguineo del paciente. Por ejemplo, el antigeno administrado es una proteina habitualmente expresada
que se sabe que esta asociada con una enfermedad particular o una especifica del paciente obtenida a partir de una
biopsia. Administrando antigenos cancerosos directamente al citoplasma de DC, puede aprovecharse la ruta de
presentacion de antigenos del MHC-I e inducir una potente respuesta de linfocitos T citotoxicos (CTL) en el paciente.
Después, estas células T activadas buscan y destruyen cualquier célula cancerosa que exprese el antigeno diana.
La flexibilidad de la plataforma en el uso de antigenos establecidos especificos de enfermedad o los derivados
directamente a partir del tumor de un paciente le permite tratar a pacientes que son resistentes a otras terapias. De
hecho, esto proporciona una respuesta a la enfermedad dirigida y personalizada con efectos secundarios minimos.
Esta realizacién puede implementarse en un laboratorio de hospital tipico (<1 h por tratamiento) con un técnico con
formacién. Debido a su pequefio tamafio y relativa simplicidad, también puede usarse un sistema de tratamiento
accionado por el paciente.

El método de vacuna contra el cancer se ha demostrado en un modelo de ratéon. El sistema se ha usado para la
administracion satisfactoria y el procesamiento de ovoalbumina, un antigeno de modelo, a células dendriticas
murinas y tal como se indica mediante presentacion aumentada del antigeno, péptido SIINFEKL, en receptores de
clase | del MHC. Estas células dendriticas tratadas fomentan una respuesta proliferativa de linfocitos T citotdxicos
(CTL) in vitro. Las DC tratadas vuelven a introducirse en el animal para generar una respuesta de CTL in vivo. Los
dispositivos son Utiles para administrar antigenos a DC aisladas a partir de sangre humana.

Los datos indican que el dispositivo es capaz de administrar material a células primarias sensibles (incluyendo DC)
sin provocar una muerte celular excesiva. Por tanto, el dafio celular no es un problema grave. La respuesta
inmunitaria puede mejorarse aumentando el nimero de células tratadas, aumentando la cantidad y diversidad de
antigeno administrado y/o administrando conjuntamente factores de activacion, tales como lipopolisacarido. Se ha
observado poca o ninguna toxicidad con células tratadas con el dispositivo, haciendo de ese modo que los métodos
no solo sean viables sino ventajosos para aplicaciones terapéuticas humanas y veterinarias.

Ejemplo 5 - Tratamiento de neoplasia hematica

Tal como se describe en el ejemplo 4, la deformacidon mecanica rapida de células puede proporcionar uno medio
robusto de administracion de antigenos a células dendriticas (DC) y, por tanto, puede ser una plataforma para
terapias celulares. Este sistema se basa en el descubrimiento de que la deformaciéon mecanica rapida de células
puede provocar la formaciéon de poros de membrana transitorios que permiten la administracién por difusion de
material a partir del medio circundante. A diferencia de las terapias existentes comentadas anteriormente, este
método no se basa en proteinas de fusion personalizadas, presentacion cruzada de antigenos, vectores virales,
nanoparticulas o mecanismos de endocitosis; por tanto, proporciona grandes mejoras en cuanto a la eficacia in vivo
al tiempo que reduce los costes terapéuticos. La flexibilidad y simplicidad de este enfoque fundamentalmente
diferente permite una amplia plataforma para la activacién de células dendriticas que puede inducir una respuesta de
CD8 frente a una variedad de antigenos cancerosos. El sistema puede seleccionar como diana neoplasias
hematicas, tales como linfoma de células B, que estan mas predispuestas a terapias inmunitarias, asi como varios
tipos de cancer adicionales (por ejemplo, melanoma, cancer de pancreas, etc.) y proporciona un nuevo enfoque vital
y personalizado para combatir la enfermedad.

La terapia celular contra el cancer es una opcion atractiva debido a su capacidad para activar el sistema inmunitario
del paciente e impulsar una respuesta de células T de CD8 especifica de antigeno de larga duracion contra la
enfermedad. Estas terapias, tales como el recientemente aprobado Provenge® para cancer de prdstata, tienen
efectos secundarios minimos con respecto a quimioterapias y tratamiento con radiacién. Sin embargo, una de las
grandes barreras en el desarrollo de terapias celulares ha sido lograr una presentacion de antigenos apropiada
administrando antigenos en el citoplasma celular. Tradicionalmente, la activacion de una respuesta efectora de CD8
se diferencia de una respuesta de CD4 por la ubicacion de la proteina foranea que entra en la célula presentadora
de antigeno (por ejemplo, célula dendritica). Las proteinas encontradas en el citoplasma inducen una respuesta de
CD8 mientras que las proteinas extracelulares capturadas por endocitosis inducen una respuesta de CD4. Dado que
el mecanismo de presentacion cruzada dentro de células presentadoras de antigeno sigue siendo elusivo, debe
desarrollarse un método fiable de administracion del antigeno deseado directamente al citoplasma celular para
fomentar terapias que usan la potente respuesta de CD8 efectora citotoxica. Se usa un método eficaz y robusto de
administracion al citoplasma para células dendriticas como plataforma para inducir respuestas inmunitarias contra
una variedad de tipos de cancer.

Los experimentos en células Hela, ilustrados en la figura 8A y la figura 11, han indicado que la deformacion
mecanica rapida de la célula da como resultado la formacién de lesiones/poros transitorios en la membrana celular,
que permiten la difusién pasiva de material del tampdn circundante en el citoplasma celular. Este fendmeno no
notificado anteriormente produce células que son viables y proliferan de manera normal tras el tratamiento. Los
experimentos han indicado que moléculas mas grandes muestran tasas de administracion inferiores que las mas
pequefias, indicando por tanto un mecanismo de difusion. La administracion satisfactoria de ARNip y la tincion de
citosol difusa, tal como se midi6 mediante microscopia confocal, también indican que los materiales administrados
estan en el citosol y en un estado activo/accesible. Tradicionalmente, los métodos de administracion de antigenos
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resultan con frecuencia prometedores en lineas celulares pero no consiguen trasladarse a células inmunitarias
primarias. Sin embargo, el método de administracion descrito en el presente documento es independiente de rutas
endocitdsicas o de respuesta celular frente a materiales exdgenos, que pueden variar significativamente a lo largo
de los tipos de células, y se basa principalmente en propiedades de bicapa de membrana. Por tanto, debido a su
simplicidad y nueva ruta, esta tecnologia esta mas predispuesta a pasar de linea celular a administracion a células
inmunitarias primarias y, por tanto, proporciona una mejora principal en la presentacién de antigenos.

La presentacion de antigenos de clase | del MHC y la maduracion de células dendriticas pueden analizarse
mediante tincidn con anticuerpos en respuesta a la administracién de proteina ovoalbimina. También pueden usarse
células T recogidas a partir de ratones transgénicos para TCR OT-l y OT-ll para medir la proliferacion de CD8 y CD4
en respuesta a la carga con ovoalbumina y/o antigeno SIINFEKL. El sistema puede optimizarse para una
proliferaciéon de CD8 aumentada en comparacion con células dendriticas preparadas mediante endocitosis sola.

Se purifican células dendriticas murinas primarias mediante separacion de MACS CD11c+ (Miltenyi Biotec,
Alemania) a partir de los bazos de ratones B6. Puede usarse un dispositivo que contiene estrechamientos con una
anchura de canal de 6 um capaz de realizar la poracion de la membrana de una célula HeLa de 13 um. Debido al
tamafio mas pequefio de estas células dendriticas, pueden usarse las prestaciones de microfabricacion y pruebas
de dispositivos con anchuras de canal de 3-5 um. Pueden modificarse protocolos existentes para fotolitografia y
grabado quimico profundo por iones reactivos para permitir una fabricacion eficiente de estos dispositivos. Pueden
usarse moléculas de dextrano marcadas de manera fluorescente como moléculas de modelo para evaluar la
eficiencia de administracion mediante FACS. Posteriormente, puede administrarse proteina ovoalbumina a las
células y someterse a ensayo mediante una inmunotransferencia de tipo Western para confirmar la captacion de
proteina en células primarias.

Puede examinarse la maduracion de células dendriticas mediante tincién con anticuerpos frente a CD80 y CD86
para mostrar que el método de deformacién rapida induce maduracién celular. Puede considerarse el uso de
agonistas de TLR extracelular, tales como lipopolisacarido (LPS), si se considera necesario inducir manualmente la
maduracién de DC tras la administracion. Puede administrarse proteina ovoalbumina a células dendriticas y puede
cuantificarse la presentacion de antigeno mediante anticuerpos frente a SIINFEKL del MHC-I. Adicionalmente,
puede evaluarse la eficiencia de presentacion de antigeno en respuesta a la administracion de péptidos especificos
de TCR para mostrar la capacidad del sistema para administrar/presentar proteinas antigénicas frente a péptidos.
Posteriormente, pueden recogerse células T de CD8 y CD4 a partir de ratones OTI y OT-Il transgénicos para TCR
respectivamente, tefiirse mediante CFSE y cultivarse conjuntamente con células dendriticas tratadas con
ovoalbumina durante 5 dias. Puede medirse la proliferacion de células T de ambos subconjuntos mediante FACS.
Puede optimizarse el disefio del dispositivo para producir niveles aumentados de poblaciones de células T de CD8
funcionales en comparacion con métodos in vitro convencionales (por ejemplo, endocitosis).

Una capacidad versatil de inducir respuestas de CD8 especificas de antigeno ha sido un objetivo de terapias
celulares contra el cancer que ha resultado ser elusivo hasta ahora debido a la presentacion de antigeno ineficiente
o la flexibilidad inadecuada del método de administracion. Los métodos existentes tienen varios inconvenientes
incluyendo que se basan en campos eléctricos dafiinos, el uso de materiales exdgenos, modificacion de la
secuencia de proteinas y/o rutas endocitosicas para facilitar la administracion de antigenos. Sin embargo, el
presente objeto proporciona un enfoque fundamentalmente diferente a la administracién al citosol que no presenta
ninguno de los problemas anteriormente mencionados. Ademas, debido a la naturaleza de su mecanismo de
poracion-difusion, este método es ampliamente aplicable a lo largo de tipos de antigeno y, por tanto, puede abordar
una gama de canceres diana. El mismo mecanismo puede usarse incluso para introducir moléculas de sefializacion
adicionales para mejorar la maduracién/activacion de DC para producir una respuesta de células T mas potente.
Una plataforma amplia de este tipo es mas versati y robusta que cualquier mecanismo de
administracion/presentacion de antigeno existente en investigacion para vacunas contra el cancer.

El ejemplo 5 puede tener un amplio impacto. Dada la inmensa carga social del cancer a lo largo del pais
(570.000 muertes estimadas en los EE.UU. en 2011); es probable que el cancer afecte a una proporcion significativa
de la poblacién. La poblacién afectada se beneficia del desarrollo de nuevas terapias celulares que aprovechan el
poder del sistema inmunitario del paciente para combatir la enfermedad. El presente objeto es una plataforma de
tratamiento personalizada, mas eficiente, para una variedad de tipos de cancer, tales como neoplasias hematicas,
por ejemplo, leucemias, linfomas y mielomas mdltiples, asi como neoplasias mieloproliferativas y sindromes
mielodisplasicos. Los métodos también son particularmente Utiles para el tratamiento de canceres metastasicos, por
ejemplo, debido a su propensién a diseminarse mediante la circulacion sanguinea. Los canceres con epitopo
antigénico desconocido, por ejemplo, pueden tratarse digiriendo una muestra de biopsia tumoral, administrando el
lisado a DC del paciente y volviendo a introducir las DC en el cuerpo. Esto permitira activar las células T del huésped
frente a una amplia gama de antigenos cancerosos garantizando asi un tratamiento eficaz de multiples dianas. Este
aspecto personalizado puede ser de interés particular para personas que pueden desarrollar formas poco frecuentes
de cancer, con frecuencia mal tratados por los tratamientos actuales, debido a la exposicién a entornos hostiles.
Ajustando a medida el tratamiento a la enfermedad del individuo, este método puede proporcionar atencién oportuna
y eficaz incluso en los casos mas agresivos, tales como canceres con resistencia a multiples farmacos. Esta terapia
de base inmunitaria también puede ser particularmente eficaz en la prevencion de metastasis (responsables de
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~90% de las muertes relacionadas con cancer) ya que las células T de CD8 pueden localizar y destruir facilmente
células metastasicas al tiempo que la memoria inmunolégica proporcionada mediante estos tratamientos puede
prevenir una futura recidiva. Ademas, como herramienta de investigacion, este método puede permitir estudios
mecanisticos sin precedentes de procesamiento de antigenos para entender mejor el procedimiento de presentacion
cruzada de antigeno y, por tanto, mejorar la eficacia de métodos de activacion inmunitaria existentes/alternativos.

Ejemplo 6 - Reprogramacioén celular

Las células madre desempefian un papel critico en la investigacion actual en medicina regenerativa, especialmente
dentro del campo en rapida expansion de ingenieria tisular. Las iPSC son de particular interés debido a su
capacidad de autorrenovacion, capacidad demostrada para diferenciarse para dar cualquier tipo de célula y
caracteristicas autélogas (especificas de paciente). Por tanto, las iPSC proporcionan una oportunidad para derivar
células progenitoras de linaje multiple a partir de una fuente pluripotente comun, que pueden combinarse para dar
compartimentos tisulares diferenciados pero interactivos. Ademas, estas células pueden eliminar finalmente la
necesidad de células madre embrionarias humanas (hESC) en aplicaciones clinicas, evitando por tanto muchos de
los debates morales y éticos que han plagado a estos tipos de células. Ademas, las iPSC derivadas de paciente
evitan o minimizan los problemas de rechazo inmunitario de células derivadas de hESC. Por tanto, la investigacion
actual se centra en gran medida en disefiar protocolos eficientes, libres de virus, para producir grandes ndmeros de
iPSC.

Originalmente se generaron iPSC reprogramando fibroblastos humanos (HF) y murinos adultos a un estado
pluripotente basandose en sobreexpresion retroviral de los 4 factores de transcripcion Oct 3/4, Sox2, c-Myc y Kif4.
Estas iPSC no sélo son en gran medida idénticas a células ES en cuanto a la expresion génica global, metilacion de
ADN y modificacion de histona, sino que ademas son capaces de diferenciarse para dar tipos de células que
representan las 3 capas germinales. Aunque la tecnologia de iPSC tiene enorme potencial para investigacion
biomédica y terapia basada en células, deben superarse obstaculos principales para alcanzar todo su potencial. Por
ejemplo, la mayoria de las lineas de iPSC se han derivado a partir de diversas células somaticas mediante
introduccion retroviral o lentiviral de genes que codifican para factores de reprogramacion, dando como resultado
multiples alteraciones de cromosomas mediante integracion de vectores virales, cualquiera de las cuales puede
provocar disfuncion genética y/o tumor. Ademas, los transgenes de reprogramacion (en particular, c-Myc y Kif4)
estan estrechamente asociados con la oncogénesis, planteando la posibilidad de que su expresion residual y/o
reactivacion pueda provocar la formaciéon de tumores. Por tanto, muchos laboratorios exploraron recientemente
diferentes enfoques sin integracion de genoma tales como adenovirus, vectores episomales, ARNm y microARN. De
manera notable, se ha mostrado que pueden generarse iPSC mediante administracion directa de los cuatro factores
de reprogramacion (Oct 3/4, Sox2, c-Myc y Kif4) fusionados a péptidos que penetran en células (CPP). Aunque se
ha notificado que la generacion de iPSC de raton puede producirse mediante administracion de cuatro factores
fusionados a CPP expresados en E. coli, también puede mostrarse que pueden generarse iPSC humanas mediante
cuatro factores fusionados a CPP expresados en células de mamifero. Sin embargo, ambos estudios notificaron que
las eficiencias de reprogramacion de reprogramacion basada en proteinas son muy bajas (<0,01%). Dado que la
reprogramacion basada en proteinas no implica ningun tipo de material genético (ADN o ARN) ni vehiculo de vector
(virus o plasmido), la administracion directa de proteinas proporciona uno de los procedimientos de reprogramacion
mas seguros. Se ha mostrado que iPSC humanas basadas en proteinas generaron de manera eficiente neuronas
dopaminérgicas funcionales sin propiedades andémalas asociadas con la integracion de genoma viral. Dado que la
eficiencia de la reprogramacion basada en proteinas puede mejorarse mediante el presente objeto usando la
tecnologia de plataforma de administracion, abre ampliamente la posibilidad de generar células iPS clinicamente
viables. Ademas, este enfoque permite un nivel de control mas fino sobre la funcién celular evitando los
procedimientos estocasticos que gobiernan la traduccion y/o transcripcion en la reprogramacion de ARNm,
plasmidos y viral. Por tanto, la administracién directa de proteinas proporciona dos ventajas fundamentales con
respecto a métodos alternativos al eliminar el riesgo de insercién mutagénica y permitir un control mas preciso del
procedimiento de reprogramacién altamente sensible. La tecnologia de administracion descrita en el presente
documento ha demostrado su capacidad para administrar proteinas a altas eficiencias para HF y células madre.
Experimentos que comparan las capacidades de administracion de esta técnica con metodologias de péptidos que
penetran en células existentes han mostrado un aumento significativo en la administracion usando este enfoque
(posiblemente 100 veces superior basandose en simulaciones). Ademas, su mecanismo de poracion fisica elimina la
necesidad de modificacion quimica o el uso de compuestos exdgenos que participan en métodos alternativos de
administracion de proteinas. También pueden administrarse conjuntamente moléculas pequefias, ARNip y otros
factores durante la reprogramacion dado que el método es indiferente en cuanto al tipo de material que esta
administrandose. Por tanto, este sistema proporciona una herramienta Unica para inducir reprogramacion celular
mediante administracion directa de proteinas. Este mecanismo de accion sencillo (es decir, difusion a través de
poros) también permite predecir posiblemente y controlar las cantidades de administracién con una alta precision,
facilitando por tanto estudios de optimizacidon para mejorar la comprension de la dinamica de reprogramacion y, de
ese modo, aumentar en gran medida las eficiencias. Finalmente, puede desplegarse esta técnica microfluidica como
dispositivo médico para generar iPSC para aplicaciones de ingenieria tisular clinica y terapia celular.

Ademas, las aplicaciones de este sistema no estan limitadas a la administracion de proteinas. Esta técnica puede
incluir un método de administracion universal capaz de administrar una gama de macromoléculas (ADN, ARN,

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2764 105 T3

proteinas, azucares y péptidos) a casi cualquier tipo de célula. Esto permite una gran cantidad de aplicaciones que
reciben servicio insuficiente por las tecnologias actuales. Los métodos actuales basados en liposomas,
nanoparticulas y electroporacion, por ejemplo, con frecuencia se esfuerzan por transfectar determinadas células
primarias (tales como células inmunitarias o células madre) y pueden ser ineficaces en la administracion de
proteinas y nanoparticulas (tales como puntos cuanticos). La administracion de péptidos para aplicaciones de
examen terapéutico y mecanismo de enfermedad también puede abordarse mediante este nuevo método mientras
que las practicas actuales con frecuencia requieren modificacién quimica o encapsulaciéon. También puede usarse
este método para aplicaciones de deteccién basadas en nanoparticulas para administrar puntos cuanticos
modificados para marcaje de organulos o estudios mecanisticos de enfermedades.

La administracion intracelular es una piedra angular de muchas aplicaciones de investigacion bioldgica que oscilan
desde estudios fundamentales de expresion génica hasta mecanismos de enfermedad y, tal como se aborda en esta
solicitud, generacion de iPSC. Los métodos de administracion establecidos, tales como liposomas, nanoparticulas
poliméricas y electroporacion, con frecuencia implican el uso de compuestos exdgenos como vehiculo de
administracion (o campos eléctricos en el caso de electroporacién) y son especificos de material y/o célula. Por
ejemplo, Lipofectamine (Invitrogen) puede administrar moléculas de ADN y ARN (a subconjuntos de lineas celulares
o células primarias) pero no puede formar el complejo apropiado para administrar proteinas u otras macromoléculas.
Por otro lado, la electroporacion, aunque prometedora en cuanto a su capacidad para seleccionar como diana una
variedad de tipos de células, provoca dafio a la célula debido a los altos campos eléctricos y ha tenido un éxito
limitado en la administraciéon de proteinas. Esto hace que sea particularmente inadecuada para las multiples
transfecciones requeridas en la generacion de iPSC, por ejemplo. Los péptidos que penetran en membrana son otra
técnica de administracion que es ampliamente especifica para proteinas. Sin embargo, estos métodos basados en
péptidos tienen efectos impredecibles sobre la funcionalidad de proteinas y presentan una degradacion de proteinas
significativa en el endosoma. Por tanto, el presente objeto que describe un método universal capaz de administrar
una gama de macromoléculas (ADN, ARN, proteinas, péptidos, moléculas pequefias), con muerte celular minima,
permite un control sin precedentes sobre la funcién celular en una Unica plataforma de tecnologia, permitiendo de
ese modo estudios de mecanismo de enfermedad, identificacion de candidatos terapéuticos macromoleculares,
diferenciacion guiada o reprogramacion de células madre y el desarrollo de técnicas de diagndstico con lineas de
células notificadoras.

El dispositivo microfluidico descrito en el presente documento puede servir como plataforma de administracion
universal de base amplia. Como dispositivo microfluidico, disfruta de los beneficios de un control preciso sobre las
condiciones de tratamiento a nivel de células individuales. La combinacion unica de control a nivel de células
individuales y rendimiento a escala macroscépica pone este dispositivo en una posiciéon Unica con respecto a
métodos de administracion existentes. Los datos hasta ahora han demostrado la capacidad del sistema para
administrar material a mas de 11 tipos de células diferentes incluyendo lineas de células cancerosas, células madre
embrionarias, fibroblastos primarios y linfocitos primarios. Su mecanismo de poracién mecanica también ha
permitido la administracién de materiales anteriormente desafiantes tales como nanotubos de carbono y puntos
cuanticos.

Trabajo anterior usando proteinas recombinantes para producir iPSC ha demostrado unas eficiencias excesivamente
bajas (<0,01%) y, por tanto, no es adecuado para una aplicacion clinica extendida. Sin embargo, el dispositivo, los
sistemas y los métodos mencionados en el presente documento han demostrado su capacidad para administrar
proteinas directamente al citoplasma con alta eficiencia y muerte celular minima, proporcionando de ese modo una
oportunidad convincente para producir ganancias sustanciales en la eficiencia de reprogramacion mediante una
administracion mas eficaz. Al determinar directamente la cantidad de proteina disponible, puede ejercerse un control
preciso sobre la cinética intracelular. Por otro lado, otros métodos de reprogramacion (por ejemplo, expresion viral,
de plasmido y de ARNm), se basan en efectos estocasticos para determinar el nivel de disponibilidad de proteinas y,
por tanto, no son adecuados para estudios cinéticos. La baja eficiencia de las metodologias de reprogramacion
actuales indica que el procedimiento es altamente sensible a variaciones estocasticas y sélo un estrecho intervalo de
niveles de expresion de factores de transcripcion dara como resultado la reprogramacion. Al administrar
directamente proteinas al citoplasma, puede ejercerse un control sin precedentes sobre la disponibilidad de
proteinas y, por tanto, imponer mas sistematicamente las condiciones exactas necesarias para la reprogramacion.
Estas condiciones, una vez identificadas y optimizadas, pueden reproducirse con precision para cada célula que se
somete a tratamiento y, por tanto, mejorar drasticamente la eficiencia de reprogramacion.

Esta técnica permite/mejora una variedad de aplicaciones de administracion intracelular. Ademas, la naturaleza
estrictamente mecanica de la técnica elimina cualquier posible complicacion que surja del uso de agentes quimicos
0 campos eléctricos. Los datos no han revelado ningin cambio sustancial en el comportamiento celular como
resultado del tratamiento. Por tanto, este sistema es un mecanismo de administracion intracelular robusto, de alto
rendimiento, alta eficiencia, universal, con utilidad particular en aplicaciones de reprogramacion.

Las evidencias indican que la rapida deformacion que se produce a medida que una célula pasa a través del
estrechamiento induce la formacién de poros transitorios en la membrana celular permitiendo la difusion de
macromoléculas a partir del tampon circundante en el citosol. Esta técnica se ha demostrado en 11 tipos de células
diferentes incluyendo lineas de células cancerosas, fibroblastos primarios, linfocitos primarios y células madre
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embrionarias (sin provocar diferenciacion). Un prototipo es capaz de tratar ~20.000 células/s y funcionar a un
intervalo de concentraciones de células (10%-108 células/ml). También se han mitigado en gran medida problemas
relacionados con la obstruccion mejorando los protocolos de experimentacion y el disefio del chip de tal manera que
cada dispositivo es capaz de tratar ~1 millén de células antes de la obstruccién, con la opcién de limpiarse y
reciclarse. Ademas, el disefio de multiples canales proporciona redundancia significativa de tal manera que la
obstruccion de un canal no afecta al rendimiento de los demas. El flujo impulsado por presion (a presion constante
controlada) y el disefio en paralelo de los canales garantizan un perfil de flujo sistematico por canal
independientemente del porcentaje de canales obstruidos en el chip.

Se ha demostrado la capacidad del dispositivo para administrar moléculas de dextrano a fibroblastos humanos y
células madre embrionarias. La figura 35 ilustra las posibles ventajas de reprogramacion celular. En 3500, la
eficiencia de administracion y la viabilidad de células madre embrionarias humanas tratadas con un dispositivo de
10 um - 6 um para administrar dextrano de 3 kDa. En 3510, un andlisis por inmunotransferencia de tipo Western de
la administracion de c-Myc, KiIf-4, Oct-4 y Sox-2 mediante péptidos que penetran en células frente a un dispositivo de
10 um - 6 um para células NuFF. Las columnas de lisado (Ly) corresponden al contenido en proteina de células que
se lavan y someten a lisis mientras que las columnas de caldo corresponden al contenido en proteina del entorno de
medios. En 3520, imagenes de microscopia confocal de células NuFF fijadas tras la administracion de los factores
de reprogramacion. Las proteinas se marcan con etiqueta usando un anticuerpo anti-FLAG conjugado con Alexa 488
y el nucleo se tifie mediante DAPI.

Ademas, se compard la eficiencia de administracion del dispositivo con la de un método de 9 argininas (CPP)
actualmente usado para la reprogramacion basada en proteinas. Los resultados (3510) demostraron un aumento
significativo en la cantidad de c-Myc, Kif4, Oct4 y Sox2 administrados tal como se midi6 mediante
inmunotransferencia de tipo Western. Después, la microscopia confocal confirmé la ubicacion satisfactoria de estos
factores de transcripcion en el nucleo celular (3520). Se desarrolld un modelo simple de difusién en 2-D en COMSOL
para simular el mecanismo de administracién basandose en valores de la bibliografia para difusividades de
particulas al interior y al exterior del citoplasma celular. Al ajustar este modelo a los datos experimentales puede
estimarse que la técnica administra el 10-40% del material de administracion presente en el tampén en el citosol
celular. En comparacion, se estima que los métodos de CPP para la administracion de proteinas s6lo administran el
0,1% del material de tampon al citosol. Por tanto, este enfoque proporciona un aumento robusto en la cantidad de
material de reprogramacion administrado (10-100 veces). Ademas, garantiza una mayor biodisponibilidad de los
factores de transcripcion administrados.

La figura 36 representa la generacion y la caracterizacion de lineas de iPSC de raton y humanas mediante
administracion directa de proteinas de reprogramacion fusionadas. En 3600, cultivo inicial de hepatocitos de ratdon
(primera imagen); morfologia tras tratamiento de proteinas de 6 ciclos (segunda imagen); colonias de iPS
establecidas (tercera imagen); y tincion con AP de colonias de iPS establecidas (cuarta imagen). En 3610,
inmunotincion de marcadores de ESC (Nanog, Oct4 y SSEA1) en p-miPSC. Se tifieron los nucleos con DAPI (azul).
En 3620, el analisis de secuenciacion con bisulfito del promotor Oct4 revela reprogramacion epigenética casi
completa en las lineas p-miPSC-1 y p-mi-PSC-2. Los circulos blancos y negros indican CpG sin metilar y metilado,
respectivamente. En 3630, se analizé el potencial de diferenciacion in vivo inyectando p-mi-PSC en ratones
inmunodeficientes y mediante tincion con H&E de teratomas. Los teratomas resultantes contenian tejidos que
representaban las tres capas germinales; células de linaje ectodérmico (tubo neural o epidermis), mesodérmico
(cartilago o musculo) y endodérmico (epitelio respiratorio o epitelio de tipo intestinal). En 3640, quimeras derivadas a
partir de p-mi-PSC-1 (panel izquierdo) y p-miPSC-2 (panel derecho) en fetos E13.5 muestran un alto nivel de GFP a
partir de p-miPSC inyectadas. En 3650 a 3670, se generan lineas de iPSC humanas, p-hiPSC-01 (3660) y p-hiPSC-
02 (3670), mediante administracion directa de cuatro factores de reprogramacion fusionados a CPP a partir de
fibroblastos humanos adultos obtenidos por biopsia (3650).

La figura 37 representa resultados preliminares de reprogramacion de proteinas. En 3700, una progresion de
cambios morfologicos a partir de fibroblastos para dar colonias. Las flechas blancas indican posibles células
reprogramadas. La flecha roja apunta hacia iPSC coalescentes que forman una colonia. En 3710 a 3760, expresion
del marcador de células madre embrionarias humanas Oct4, SSEA-4, Tra-60, Tra-80, fosfatasa alcalina (AP) en
colonias de iPSC. Cuando sea apropiado, el recuadro pequefo representa una contratincion con DAPI. Barras de
escala a 100 pm.

Dado que se generaron y caracterizaron iPSC humanas basadas en proteinas, se generaron iPSC humanas y de
raton totalmente reprogramadas adicionales mediante el método de administracion anterior de factores de
reprogramacion fusionados a CPP, tal como se examind mediante todos los criterios incluyendo analisis
epigenéticos, pluripotencia in vivo y formacion de quimeras (figura 36). Sin embargo, a pesar del uso de proteinas
parcialmente purificadas, la eficiencia de reprogramacion todavia era baja (<0,1%) y tardd mucho mas que los
métodos de reprogramacion viral. Por tanto, se intentd usar el dispositivo para administrar 4 proteinas de
reprogramacion Oct4, Sox2, KiIf4 y c-Myc a fibroblastos humanos a una concentraciéon de tampon de 80 pg/ml. Se
trataron células 4 veces con un intervalo de 48 h entre cada administracion. Después de 14-20 dias en cultivo,
aparecieron las primeras colonias de tipo hiPSC reprogramadas. Durante este tiempo, se observo la transicion en la
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morfologia de fibroblastos a medida que formaban colonias de iPSC y expresaban varios marcadores de hESC
(figura 37).

La clatrina, caveolas y la macropinocitosis son los tres mecanismos mas habitualmente propuestos para
internalizacién endocitésica. Para examinar si la endocitosis participa en la administracién macromolecular tras la
deformacién celular rapida, es posible usar productos quimicos conocidos para bloquear estos mecanismos.
Especificamente, puede usarse clorpromazina para inhibir la endocitosis mediada por clatrina; genisteina para inhibir
la endocitosis mediada por caveolas; y 5-(N-etil-N-isopropil)amirolida (EIPA) para inhibir la macropinocitosis (todos
pueden adquirirse de Sigma Aldrich). Pueden incubarse células HelLa con clorpromazina (10 ug/ml), genisteina
(200 uM) y EIPA (25 uM) durante 2 horas antes del tratamiento. Después pueden administrarse proteinas dextrano,
dsRED y dsRED-9R mediante deformacion rapida de las células tratadas. Las eficiencias de administracion
respectivas, tal como se miden mediante FACS, pueden ilustrar la influencia de la inhibicién de la endocitosis sobre
mecanismos de administracion basados tanto en CPP como en dispositivo. Experimentos de ubicacion conjunta con
marcadores endosomicos (Invitrogen) usando microscopia confocal también pueden ayudar a determinar el
porcentaje de material que se secuestra en endosomas.

Es posible acoplar el sistema de deformacién celular rapida con otros métodos de administraciéon establecidos, tales
como electroporacion, para mitigar mecanismos endocitosicos. Incorporar electrodos cerca del estrechamiento
puede acoplar la deformacion y electroporacion para permitir que los efectos de administracion proporcionen un
rendimiento de sistema potenciado con respecto a cualquier método individual. Ademas, la administracion conjunta
de agentes quimicos tales como cloroquina (Sigma), diversos polimeros o péptidos que escapan del endosoma,
puede usarse para ayudar al escape del endosoma de materiales administrados en el sistema de deformacion
celular rapida.

A medida que una célula pasa a través del estrechamiento, experimenta una breve (~10-100 ps) pero rapida
cizalladura y compresion. Anteriormente se ha mostrado que la cizalladura tangencial induce formacién de poros.
Sin embargo, el sistema también induce compresién mecanica. Para evaluar estos parametros, pueden incubarse
células HeLa y HF en lantrunculina A 0,1 ug/ml (Invitrogen) durante 1 hora antes de la administracion para
despolimerizar el citoesqueleto de actina. Después puede administrarse dextrano marcado de manera fluorescente
(Invitrogen) a la poblacién celular tratada usando el dispositivo de deformacion rapida. Estos experimentos también
pueden repetirse con células que se han incubado en colchicina 10 uM (Sigma) durante 2 horas antes de la
administracion para despolimerizar la red de microtibulos. Puede usarse analisis de FACS para medir las eficiencias
de administracion de células tratadas con toxina con respecto a controles sin tratar. Se cree que la formacion de
poros se correlaciona con la tasa de deformacion de una célula en respuesta a una geometria dada. El papel del
citoesqueleto en resistir a la deformacion se investigoé anteriormente usando un dispositivo que analiza con sonda la
capacidad de deformacién celular para proporcionar mediciones cuantitativas de tasas de deformacién. En este
método, se colocan electrodos a cada lado de un estrechamiento y se mide el cambio en la capacitancia entre los
dos electrodos a medida que pasa una célula a través. Después se correlacionan los cambios en la capacitancia a
través del estrechamiento con el tiempo de transito de célula, es decir, su tasa de deformacién. El rendimiento de
administracion del dispositivo, en los experimentos mencionados anteriormente, puede correlacionarse con estos
estudios de deformacién anteriores para producir una relacion cuantitativa entre la tasa de deformacion y la
eficiencia de poracion.

De manera similar a estudios publicados que caracterizan la sonoporaciéon, pueden emplearse técnicas de
microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electrénica de transmision (TEM) en muestras fijadas a
intervalos de tiempo definidos tras el tratamiento para medir directamente el tamafio y la distribucion de los poros
propuestos a lo largo del tiempo. La fijacion celular puede realizarse a temperatura ambiente usando una disolucion
de glutaraldehido al 25% (Sigma). Después pueden deshidratarse las muestras de células mediante lavados de
etanol sucesivos antes de la obtencion de imagenes. Pueden usarse técnicas de SEM ambiental (ESEM) para
obtener directamente imagenes de muestras fijadas. Sin embargo, debido a su resolucién relativamente baja
(~200 nm), esta técnica es adecuada para detectar lesiones o cambios morfolégicos a escala de 1-0,5 um. Si ESEM
no logra detectar ningin cambio morfolégico, pueden recubrirse las células con una capa de oro de 1-10 nm usando
un evaporador de vacio para potenciar la resolucion hasta la escala nanométrica necesaria para observar
directamente estructuras de poros mas finos usando SEM. También puede usarse TEM como técnica alternativa de
obtencién de imagenes si SEM no logra producir los resultados deseados. Estas técnicas permiten distinguir entre
una lesion local y un mecanismo de poracion uniforme de administracion y medir la distribucién y el tamafio de poro
promedio. El tamafio de poro y la distribucion en células que se sometieron a deformacion celular rapida pueden
compararse con células sin tratar. Una distribucion de poros localizada en la superficie de membrana indica un
modelo de lesién mientras que una distribucién mas uniforme respalda el modelo de poracién uniforme.

Puede usarse el software de multifisica de COMSOL para construir un modelo en 3D de la célula sometida a
poracion. Usando datos publicados sobre difusividades de citoplasma y de tampdn, en combinacién con los modelos
de poros apropiados a partir de estudios mecanisticos, es posible producir un modelo predictivo de administracion.
El modelo emula una membrana porosa que separa un citoplasma de baja difusividad de una region de tampon de
alta difusividad. Segun las suposiciones del modelo, los poros tienen un tamaiio fijo durante una cantidad de tiempo
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fija antes de volver a sellarse instantdneamente. Puede incorporarse un comportamiento de poros dinamico, tal
como cambios de forma y diametro, en modelos complejos mediante acoplamiento con MatLab u otro software.
Pueden verificarse las predicciones simuladas de cantidad de administracion usando datos experimentales basados
en FACS vy electroforesis en gel (por ejemplo, inmunotransferencias de tipo Western). Estas comparaciones pueden
usarse para realizar un ajuste fino del modelo y, por tanto, permitirle predecir la cantidad de material administrado.
Las capacidades predictivas de este modelo pueden simular los efectos de hacer variar el tamafio de poro, el tiempo
de apertura de poro y las concentraciones de tampén vy, por tanto, puede usarse como orientacion para futuros
estudios.

También pueden usarse simulaciones de muliifisica (por ejemplo, COMSOL o CFD-ACE) para modelar el flujo de
fluido a través del dispositivo. Estos modelos pueden usarse para predecir con mayor precision velocidades de flujo
y tensiones de cizalladura en las regiones de entrada, de salida y de estrechamiento. Estos datos pueden usarse
para esclarecer vinculos entre tensiones de cizalladura y velocidad de flujo con la eficiencia de administracion a lo
largo de disefios de estrechamiento. Ademas, construyendo un modelo amplio del dispositivo es posible estudiar la
sistematicidad de caidas de presion entre diferentes canales y ajustar los disefios de entrada y de salida para
garantizar que todos los canales funcionan en condiciones casi idénticas para mejorar la uniformidad de tratamiento
a lo largo de la poblacion celular.

El fendmeno de administracion puede optimizarse principalmente para aumentar la eficiencia de administracion y la
viabilidad celular. Puede usarse la uniformidad de poblacion (es decir, administrar una cantidad de material similar
para cada célula) como parametro de optimizacién secundario. Resultados iniciales han identificado la velocidad
celular, la longitud de estrechamiento, la anchura de estrechamiento y la forma de region de entrada como
parametros sensibles. Por otro lado, la composiciéon de medios no parece ser un factor principal. Es posible construir
una serie de dispositivos, que varian sistematicamente la longitud y la anchura de estrechamiento entre 5-50 ym y 4-
8 um, respectivamente. Son posibles diferentes angulos de seccion decreciente a medida que el canal principal se
estrecha para formar el estrechamiento. Los datos de eficiencia y viabilidad experimentales a partir de estos
dispositivos, tal como se midieron mediante FACS, pueden correlacionarse con los datos de modelado
anteriormente mencionados para entender mejor los efectos de tensidon de cizalladura y dimensiones de
estrechamiento. Este procedimiento puede repetirse para diferentes lineas celulares, que pueden responder de
manera diferente al tratamiento. Estos datos pueden usarse para desarrollar dispositivos con geometrias y
parametros de funcionamiento optimizados para tipos especificos (0 subconjuntos especificos de tipos) de células.

La figura 38 representa microfotografias que ilustran estructuras de dispositivo alternativas. Microfotografia de
campo brillante de un trabajo preliminar que combina un estrechamiento y electrodos (barra de escala 30 um). Tal
como se ilustra en la figura 38, el dispositivo puede modificarse acoplando el fendmeno de deformacion rapida con
electroporaciéon. Pueden incorporarse electrodos de oro a cada lado del estrechamiento mediante formacion de
patrones por fotolitografia y deposicion de Au para introducir un campo eléctrico localizado en el canal.
Experimentos posteriores pueden identificar valores de parametros de funcionamiento (intensidad de campo
eléctrico, frecuencia y velocidad de funcionamiento) que demuestren un rendimiento mejorado con respecto a los
métodos actuales. Acoplando dos mecanismos de poracion independientes, puede ejercerse un control mas fino
sobre el sistema y manipular multiples parametros para optimizar el rendimiento del sistema para cada tipo de
célula. Adicionalmente, pueden usarse campos eléctricos como fuerza motriz para administrar moléculas cargadas
mas grandes, tales como ADN, que presentan bajas tasas de difusion.

Es posible una version simplificada, desechable, del sistema adecuada para su uso por posibles colaboradores.
Puede usarse moldeo por inyeccion o grabado en caliente de PMMA y policarbonato para implementar una version
basada en polimero del dispositivo. La posterior reduccién de costes permitira usar estos dispositivos como
herramienta desechable mejorando asi la esterilidad y facilidad de uso. Ademas, simplificando las conexiones de
tubos, el sistema de montaje y la configuracion de regulador de presion, resulta viable suministrar un sistema facil de
usar.

Es posible la reprogramacion basada en proteinas de fibroblastos para dar células iPS y estudios de optimizacion
del espacio de parametros de reprogramacion. Estudios anteriores han mostrado que pueden generarse iPSC
mediante administracion directa de factores de reprogramacion fusionados a CPP a partir de tejidos tanto humanos
como de raton (figura 36) y que estas proteina-iPSC pueden diferenciarse para dar células funcionales (por ejemplo,
neuronas dopaminérgicas) sin fenotipos andémalos asociados con iPSC virales. Sin embargo, debido a muchos
factores incluyendo degradacion de proteinas en cultivo, ineficiencias de administracion y degradacion dentro de los
endosomas de las células, las eficiencias de reprogramacion mediante administracion directa de proteinas son
demasiado bajas (<0,01%) para cualquier uso practico. Los dispositivos microfluidicos descritos en el presente
documento pueden aumentar significativamente la eficiencia de reprogramaciéon basada en proteinas permitiendo
una administracion de proteinas eficiente directamente al citoplasma, evitando de ese modo el entorno endosémico
duro y el procedimiento de escape del endosoma complicado habitualmente encontrado en métodos de
administracion de proteinas libres o encapsuladas.

La generacion de iPSC humanas se ve facilitada por la administracion basada en microfluidos. El dispositivo se usa
para administrar una o mas, por ejemplo, 4 proteinas de reprogramacion (c-Myc (proteina, nimero de registro de
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Genbank NP_002458.2; ADN, numero de registro de Genbank NM_002467.4), KIf4 (proteina, niumero de registro de
Genbank AAH30811.1; ADN, nimero de registro de Genbank NM_004235.4), Oct4 (proteina, nimero de registro de
Genbank ADW77326.1; ADN, nimero de registro de Genbank HQ122675.1) y Sox2 (proteina, nimero de registro de
Genbank NP_003097.1; ADN, numero de registro de Genbank NM_003106.3)) a fibroblastos humanos embrionarios
(HF). Ademas de los cuatro factores de Yamanaka (MKOS que es c-Myc-KIf4-Oct4-Sox2), se han identificado varios
factores adicionales (por ejemplo, Lin28 (proteina, nimero de registro de Genbank AAH28566.1; ADN, nimero de
registro de Genbank NM_024674.4) y Nanog (proteina, nimero de registro de Genbank AAP49529.1; ADN, nimero
de registro de Genbank NM_024865.2), Esrrb (proteina, numero de registro de Genbank AAI31518.1; ADN, niumero
de registro de Genbank NM_004452.3), Glis1 (proteina, numero de registro de Genbank NP_671726.2; ADN,
numero de registro de Genbank NM_147193.2) y PRDM14 (proteina, nimero de registro de Genbank NP_078780.1;
ADN, numero de registro de Genbank NM_024504.3)) para potenciar la eficiencia de reprogramacion. Se ha
establecido completamente que la expresion y purificacion en mamiferos de 6 factores (MKOS + Lin28 y Nanog;
MKOSLN) y se ha establecido la bioactividad de cada factor usando ensayos indicadores. Estos factores pueden
expresarse o bien en E.coli o bien en células de mamifero. Dado que las proteinas expresadas en E. coli carecen de
modificaciones postraduccionales tales como fosforilacion, acetilacion y ubiquitinacion, pueden usarse proteinas
purificadas tras la expresion en células de mamifero (HEK293 y CHO). Pueden usarse proteinas expresadas en E.
coli (comercialmente disponibles de Stemgent, Cambridge, MA) para comparacién. En primer lugar, pueden volverse
a suspender factores de reprogramacion marcados con etiqueta FLAG expresados en células HEK293 mediante
transfeccion en un tampon de lisis celular NP40 que contiene Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 250 mM, EDTA 5 mM,
NP-40 al 1% e inhibidores de proteasa. Tras la centrifugacion, puede afadirse fraccion soluble recogida con gel de
afinidad de agarosa de M2 anti-FLAG equilibrado. Tras lavar con PBS dos veces, se eluyeron las proteinas
marcadas con etiqueta FLAG retenidas afadiendo 0,1 mg/ml de péptido FLAG (Sigma). Puede aplicarse al
dispositivo una disolucién en suspension de fibroblastos humanos y 4 6 6 proteinas purificadas y pueden sembrarse
células tratadas en placas recubiertas con gelatina al 0,1% con medios hESC acondicionados durante 1, 2 6 3 dias
antes del siguiente ciclo de administracion. Tras repetir ciclos de administracion de proteinas (6-16) con el
dispositivo microfluidico, se sembraran en placa células tratadas en fibroblasto embrionario de ratéon (MEF) tratado
con mitomicina C y se haran crecer durante 3-4 semanas con medios hESC regulares. Las colonias de IPSC pueden
volverse visibles dentro del plazo de 3 semanas tras sembrar en MEF. Puede compararse la eficiencia de
generacion de iPSC con aquella mediante administracion de proteinas usando las proteinas recombinantes
fusionadas a CPP originales. Estos candidatos de iPSC pueden examinarse exhaustivamente para detectar todos
los criterios de iPSC auténticas, incluyendo propiedades moleculares y celulares asi como pluripotencia in vitro e in
vivo, tal como se describid anteriormente. Usar 4 6 6 factores generara lineas de iPSC con una eficiencia muy
mejorada. También es posible expresar adicionalmente factores adicionales tales como Esrrb, Glis1 y PRDM14 y
usar estos factores en experimentos de reprogramacion.

Pueden administrarse en combinacidon proteinas de reprogramacion y ARNm y/o microARN. EIl dispositivo
microfluidico puede usarse para administrar no sélo proteinas sino también cualquier otra macromolécula. Para
aprovechar esta propiedad Unica para reprogramacion optima sin integracion en el genoma, es posible combinar el
uso de factores de reprogramacion y ARNm y/o microARN. En particular, resulta de gran interés que pueden
generarse satisfactoriamente lineas de iPSC usando unicamente microARN. De hecho, la transfeccion basada en
Lipofectamine de microARN puede generar colonias de tipo iPSC. Dado que los microARN inducen probablemente
reprogramacion en un mecanismo diferente de los factores de reprogramacion, la combinacion apropiada tanto de
proteinas de reprogramacion como de microARN mediante el dispositivo microfluidico puede potenciar
adicionalmente la eficiencia de reprogramacion. La administracion combinada de proteinas y ARNm puede facilitar
significativamente las eficiencias de reprogramacion. Por tanto, puede administrarse un tratamiento combinado
optimo de proteinas, ARNm y/o microARN usando el dispositivo microfluidico. Aunque el microARN/ARNm puede no
ofrecer el nivel equivalente de control que las proteinas, la capacidad del dispositivo para estudios de optimizacion
de alto rendimiento todavia proporciona ganancias significativas en cuanto a la eficiencia con respecto a enfoques
anteriores.

Las caracteristicas Unicas del dispositivo microfluidico pueden permitir la administraciéon de diversas cantidades
cuantificadas de cada factor, de una manera controlada y repetible. La optimizacion del presente objeto facilita el
desarrollo de una herramienta fiable de alta eficiencia para la administracién de proteinas a HF. Es posible
esclarecer las cantidades y frecuencias de administracion éptimas de cada factor de reprogramacion. A diferencia de
los métodos de ARNm, de plasmidos o virales, el sistema no se basa en la naturaleza estocastica de la expresion
y/o traduccién génica para determinar la concentracion intracelular eficaz de factores de transcripcion. Por tanto, la
capacidad del dispositivo para administrar proteina directamente al citosol lo pone en una posicién Unica para ejercer
un control preciso sobre el entorno intracelular. Es posible una serie de calendarios de administracion que hacen
variar la frecuencia de tratamiento (una vez cada 1, 2 6 3 dias) y la concentracion de proteina de cada uno de los
cuatro factores de manera independiente. En particular, basandose en varios informes que indican que niveles
superiores de Oct4 son criticos para una reprogramacion eficiente, es posible someter a prueba el efecto de usar
diferentes concentraciones de Oct4 al tiempo que se mantienen las concentraciones de los otros factores iguales.
Pueden evaluarse diferentes concentraciones de c-Myc para un tipo de célula dado porque se ha encontrado que
sus altos niveles generan colonias principalmente transformadas en lugar de iPSC en algunas situaciones. Ademas,
es posible someter a prueba el efecto de un tratamiento mas frecuente de c-Myc debido a su semivida
extremadamente corta (~30 min) con concentracion apropiada.
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La optimizacion del tratamiento temporal de factores de reprogramacion se ve facilitada usando los métodos
descritos. Cada factor tiene un papel funcional y participa en el procedimiento de reprogramacion. Se necesita al
menos uno Yy, en algunos casos, combinaciones de factores para lograr el resultado de reprogramacion deseado.
Por ejemplo, se sabe que c-Myc suprime la expresion de genes de diferenciacion. Ademas, se sabe que Kif4 reprime
el microARN let-7, que esta relacionado con rutas de diferenciacion y con inhibicion de la pluripotencia. Por tanto,
puede ser posible una reprogramacion temporalmente regulada tratando c-Myc y/o KIf4 durante el periodo inicial,
basandose en una condicion inferior a la 6ptima. Ademas, aunque no se requiere Nanog para la generacion de
iPSC, se sabe que es crucial para el establecimiento y mantenimiento finales de la pluripotencia. Por tanto, puede
someterse a prueba el efecto de afadir Nanog en una etapa posterior del procedimiento de reprogramacion.
Ademas, puede someterse a prueba el tratamiento secuencial de microARN y proteinas y comparar la eficiencia de
reprogramacion con las de cada tratamiento o tratamiento simultaneo. Esta reprogramacion temporalmente regulada
es viable debido a una caracteristica Unica del dispositivo microfluidico y puede ser importante optimizar
adicionalmente la reprogramacion de proteinas. La eficiencia de reprogramacion puede calcularse dividiendo el
numero de colonias en el dia 28 entre el nUmero de células HF tratadas. Una vez completado, puede usarse un
analisis de regresion para deducir la importancia relativa de cada factor de reprogramacién, su concentracion
optima, frecuencia/tiempo de administracion éptimo y, como resultado, el protocolo 6ptimo para generar iPSC. La
capacidad para controlar la cantidad y el tiempo de administracion de proteinas en cada célula puede arrojar luz
sobre la importancia funcional de cada factor en el procedimiento de reprogramacion, potenciando de ese modo
adicionalmente la comprension del procedimiento de reprogramacion celular y el establecimiento de pluripotencia.
Ademas, los resultados de este trabajo pueden usarse para mejorar adicionalmente el disefio del dispositivo para
cumplir las demandas especificas de reprogramacion y permitir el desarrollo final de versiones clinicamente
aplicables.

Usando del procedimiento de reprogramacion de proteinas optimizado tal como se describié anteriormente, puede
aplicarse el protocolo de manera general a células adultas de fibroblastos humanos especificas de paciente. Dado
que se han estudiado la diferenciacion eficiente de ESC e iPSC en neuronas dopaminérgicas funcionales y los
efectos de trasplante, es posible generar iPSC o lineas de iPSC a partir de fibroblastos humanos derivados a partir
de pacientes con Parkinson. Una vez generadas y caracterizadas lineas de iPSC, se induce que se diferencien para
dar neuronas dopaminérgicas y se caracterizan sus propiedades celulares, moleculares, fisiolégicas y
electrofisioloégicas. Se someten a prueba las neuronas dopaminérgicas para determinar la funcionalidad in vivo tras
el trasplante en modelos animales de enfermedad de Parkinson tales como los ratones con afaquia de modelo de
PD genético.

Puede usarse la administracion de proteinas basada en microfluidos para la conversion directa de células, por
ejemplo, la conversion directa de fibroblastos en otros tipos de células tales como neuronas funcionales, hepatocitos
y células sanguineas. En el pasado, las manipulaciones usaban la expresion viral de factores de transcripcion clave,
provocando mutaciones génicas y alteraciones cromosomicas significativas, destacando asi la necesidad de
desarrollar métodos de conversion no virales, sin integracion en el genoma, tales como administracion directa de
proteinas usando los métodos descritos en este caso. Por tanto, el dispositivo puede usarse para la administracion
de proteinas basada en microfluidos para la conversién directa de células. Dado que la expresién en mamiferos de
determinados factores de transcripcion resulta algunas veces desafiante, puede ser mas viable someter a prueba la
conversion mediante uno o dos factores de proteinas. Sin embargo, es posible convertir fibroblastos en otro destino
celular usando un Unico factor, por ejemplo, Oct4 o Sox2, para generar precursores de sangre o neuronales,
respectivamente. Estas proteinas ya estan disponibles en una forma purificada para conversiones de células usando
la administracion de proteinas basada en microfluidos.

La figura 44 es un grafico de barras que ilustra el silenciamiento de GFP en HESC tal como se midi6 mediante
intensidad de GFP 48 horas tras el tratamiento con secuencias de ARNip activo y controles reorganizados al azar
usando el dispositivo microfluidico y métodos relacionados. Las figuras 45A y 45B son dos representaciones graficas
que ilustran la intensidad de colorante y la viabilidad de células madre embrionarias humanas tras la administracion
de un colorante azul de 3 kDa.

Otras realizaciones estan dentro del alcance de la invencioén tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. Por
ejemplo, debido a la naturaleza de software, las funciones descritas anteriormente pueden implementarse usando
software, hardware, firmware, cableado o combinaciones de cualquiera de éstos. Las caracteristicas que
implementan funciones también pueden estar fisicamente ubicadas en diversas posiciones, incluyendo estar
distribuidas de tal manera que porciones de funciones se implementan en ubicaciones fisicas diferentes.
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REIVINDICACIONES

Sistema microfluidico para provocar perturbaciones en una membrana celular de una célula para
administrar una carga util de manera intracelular, comprendiendo el sistema:

un canal microfluidico que define una luz que permite que pase a través una célula suspendida en un
tampon, en el que el canal microfluidico incluye un estrechamiento de deformacion de célula que provoca
dichas perturbaciones, en el que un diametro del estrechamiento es del 20-99% del diametro de la célula, y
en el que el diametro del estrechamiento induce perturbaciones en la membrana celular lo suficientemente
grandes como para que una carga util pase a través.

Sistema microfluidico segun la reivindicacion 1, en el que el diametro del estrechamiento también reduce
una probabilidad de que la célula muera como resultado de la deformacion.

Sistema microfluidico segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el diametro del estrechamiento es del 20% al
60% del diametro de la célula.

Sistema microfluidico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el estrechamiento
incluye una porcion de entrada, un punto central y una porcion de salida.

Sistema microfluidico segun la reivindicacion 4, en el que

la porcion de entrada define un angulo de estrechamiento, y el angulo de estrechamiento esta optimizado
para reducir la obstruccion del canal o para mejorar la administracion y viabilidad celular; o

la porcion de entrada define un angulo de estrechamiento de 90 grados.

Sistema microfluidico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas una
pluralidad de los canales microfluidicos dispuestos en serie y/o en paralelo.

Sistema microfluidico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas un
impulsor de células.

Sistema microfluidico segun la reivindicacion 7, en el que el impulsor de células se selecciona del grupo que
consiste en: una bomba de presién, un cilindro de gas, un compresor, una bomba de vacio, una jeringa, una
bomba de jeringa, una bomba peristaltica, una jeringa manual, una pipeta, un pistén, un accionador capilar,
un corazén humano, muasculo humano y la gravedad.

Sistema microfluidico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que una seccion transversal
del canal microfluidico se selecciona del grupo que consiste en circular, eliptica, una hendidura alargada,
cuadrada, hexagonal y triangular.

Método para administrar una carga util en una célula, comprendiendo el método

proporcionar la célula en una disolucién en suspension;

hacer pasar la disolucion a través de un canal microfluidico que incluye un estrechamiento de deformacion
de célula, en el que un diametro del estrechamiento es del 20-99% del diametro de la célula, en el que a
medida que la célula pasa a través del estrechamiento se aplica una fuerza de deformacion a la célula que

provoca perturbaciones de la célula lo suficientemente grandes como para que la carga util pase a través; e

incubar la célula en una disolucion que contiene carga util durante un tiempo predeterminado después de
que pase a través del estrechamiento.

Método segun la reivindicacion 10, en el que la disolucién en suspensién comprende una célula y la carga
util antes, durante y/o después de pasar a través del estrechamiento.

Método segun la reivindicacion 10 u 11, en el que el diametro del estrechamiento es del 20% al 60% del
diametro de la célula.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que una seccion transversal del canal
microfluidico se selecciona del grupo que consiste en circular, eliptica, una hendidura alargada, cuadrada,
hexagonal y triangular.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que hacer pasar la disolucion incluye
hacer pasar la disolucion a través de una porcion de entrada, un punto central y una porcion de salida del

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

20.

ES 2764 105 T3

estrechamiento, en el que la porcion de entrada define un angulo de estrechamiento.

Método segun la reivindicacion 14, que comprende ademas reducir la obstruccion del canal microfluidico o
mejorar la administracion y viabilidad celular ajustando el angulo de estrechamiento de la porcion de
entrada.

Método segun la reivindicacion 15, en el que la porcién de entrada define un angulo de estrechamiento de
90 grados.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, en el que hacer pasar la disolucion incluye
hacer pasar la disolucién a través de una pluralidad de canales microfluidicos dispuestos en serie y/o en
paralelo.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, en el que incubar la célula en una disolucion
que contiene carga Uutil incluye incubar la célula durante mas de 0,0001 segundos, tal como durante de
0,0001 segundos a 60 minutos.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18, en el que la fuerza de deformacion
comprende compresion o compresion y cizalladura.

Método para administrar una carga util en una célula, comprendiendo el método:

proporcionar una célula en una disolucién en suspension;

hacer pasar la célula a través de un estrechamiento de deformacion de célula, en el que un diametro del
estrechamiento es del 20-99% del diametro de la célula de tal manera que se aplica una fuerza de
deformacion a la célula a medida que pasa a través del estrechamiento, provocando asi perturbaciones en
una membrana de la célula lo suficientemente grandes como para que una carga util pase a través; e

incubar la célula en la disolucidn con una carga util después de haberse deformado la célula.

Método segun la reivindicacion 20, en el que la disolucién en suspensién comprende una célula y la carga
util antes, durante y/o después de pasar a través del estrechamiento.

Método segun la reivindicacion 20 6 21, en el que el estrechamiento es del 20% al 60% del diametro de la
célula.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, en el que hacer pasar la disolucion incluye
hacer pasar la disolucion a través de una pluralidad de estrechamientos dispuestos en serie y/o paralelo.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en el que deformar la célula incluye deformar
la célula durante de 1 us a 1 ms y/o en el que la incubacion se produce durante de 0,0001 segundos a
20 minutos.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, en el que la fuerza de deformacion
comprende compresion o compresion y cizalladura.

Método para administrar una carga util en una célula, comprendiendo el método:

proporcionar una suspension de una célula y una carga util;

hacer fluir la suspensién a través de un estrechamiento de deformacién de célula, en el que un diametro del
estrechamiento es del 20-99% del diametro de la célula, para deformar de manera repentina y temporal la

célula; e

incubar la célula en la suspension durante un tiempo predeterminado después de la deformacion repentina
y temporal.

Método segun la reivindicacion 26, en el que el estrechamiento se realiza en un canal microfluidico.

Método segun la reivindicacion 26 6 27, en el que el diametro del estrechamiento es del 20% al 60% del
diametro de la célula.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en el que hacer fluir la suspension a través
del estrechamiento en el canal microfluidico deforma la célula durante sustancialmente de 1 us a 1 ms.
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Sistema microfluidico para su uso con una célula suspendida en una disolucién y para provocar
perturbaciones en una membrana de la célula, comprendiendo el sistema:

un estrechamiento de deformacion de célula, en el que un diametro del estrechamiento es del 20-99% del
diametro de la célula para deformar de manera repentina y temporal la célula, en el que el estrechamiento
provoca perturbaciones en la membrana de la célula, en el que las perturbaciones son lo suficientemente
grandes como para que una carga util pase a través.

Sistema microfluidico segun la reivindicacion 30, en el que el estrechamiento es del 20% al 60% del
diametro de la célula.

Sistema microfluidico segun la reivindicacion 30 6 31, en el que el sistema esta configurado para provocar
una deformacion repentina y temporal de la célula, que usa:

(i) un canal microfluidico;

(i) una pluralidad de micropilares configurados en una matriz;
(iii) una o mas placas moviles; o

(iv) materiales de carga.

Sistema microfluidico seguin una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, en el que la célula se deforma
durante de 1 us a 1 ms.

Métodos segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 29, en los que el método se usa para
administrar:

(i) ADN, ARN, ARNip, proteinas o macromoléculas marcadas a fibroblastos primarios y células madre para
reprogramacion celular;

(i) antigeno, macromoléculas marcadas, péptidos o ARN a células inmunitarias primarias;

(iii) al menos uno de puntos cuanticos, compuestos fluorescentes y nanotubos de carbono a una célula
diana para ayudar en la obtencion de imagenes de la célula diana; o

(iv) farmacos a una célula tumoral.
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